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1 Einleitung 2
1 Einleitung
1.1 Cell-Penetrating Peptides
Die semipermeable Zellmembran trennt die Zelle von ihrer Umgebung. Nur bestimmte
Stoffe können die Membran passiv überwinden, die meisten werden jedoch zurückge-
halten [75]. Dies ist eine gewaltige Hürde für die intrazelluläre Applikation von The-
rapeutika. Auf der einen Seite müssen Medikamente mit einem intrazellulären Wirkort
ausreichend polar sein, um gut applizierbar zu bleiben und sich gut im Organismus
zu verteilen. Auf der anderen Seite müssen solche Medikamente auch hydrophob genug
sein, um die Lipiddoppelschicht der Zellmembran überwinden zu können. Da sie die-
se Anforderungen nicht erfüllen, kommen viele potentielle Therapeutika nicht für die
klinische Anwendung in Frage [17]. Methoden wie die Elektroporation, chemische Trans-
fektion oder Micro-Injektion können in vitro herangezogen werden, um dieses Hindernis
zu überwinden. In vivo allerdings können sie nicht angewendet werden. „Cell-penetrating
peptides“ können helfen, diese Probleme zu lösen. [50].
Ein „Cell-penetrating peptide“ (CPP) ist definiert als ein Peptid aus maximal 30
Aminosäuren, welches in der Lage ist, in eine Zelle einzudringen. Dabei können die
CPPs zum Teil „cargo“ mit in die Zelle einschleusen, das bis zu dem hundertfachen ihrer
eigenen Größe erreicht [50]. In der Regel handelt es sich bei den CPPs um Peptide, die
reich an basischen Aminosäuren sind [70].
Die Domäne eines Proteins, die für das Eindringen in die Zelle verantwortlich ist, wird
auch als „peptide transduction domain“ (PTD) bezeichnet [50].
In dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen CPPs gearbeitet. Zum einen mit dem
aus Yersinien stammenden YopM, zum anderen mit einem Polyarginin-CPP.
1.1.1 Aufnahmemechanismen der CPPs
Schon 1988 wurde beobachtet, dass das „Tat-Protein“ aus HIV-1 in Zellen eindringen
kann [28]. Es war somit das erste entdeckte CPP. Seither konnte, trotz intensiver For-
schung, noch nicht abschließend geklärt werden, wie genau CPPs in die Zelle eindringen.
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Es herrscht allerdings ein Konsens darüber, dass der erste Kontakt zwischen dem CPP
und der Zelloberfläche durch elektrostatische Interaktion des CPPs mit Proteoglykanen
der Zelloberfläche vermittelt wird [30].
Nachfolgend werden einige zur Zeit diskutierte Mechanismen der Zellpenetration der
CPPs vorgestellt. Man sollte dabei berücksichtigen, dass einige Autoren der Meinung
sind, dass verschiedene Mechanismen gleichzeitig für ein CPP zutreffen könnten; dass
ein CPP also verschiedene Mechanismen parallel nutzt, um in die Zelle einzudringen [30].
Darüberhinaus scheint der Mechanismus auch von dem „cargo“ des CPPs abzuhängen.
So konnte gezeigt werden, dass Tat über „lipid raft“ vermittelte Endozytose eindringt,
wenn es an ein Protein konjugiert ist. Ist Tat allerdings an ein Fluorophor gekoppelt,
scheint es über Clathrin-abhängige Endozytose aufgenommen zu werden [24, 63].
Grob kann zwischen zwei Aufnahmerouten unterschieden werden. Zum einen die energie-
abhängige Endozytose und zum anderen die energie-unabhängige direkte Membranpe-
netration, welche auch als Transduktion bezeichnet wird [47].
1.1.1.1 Endozytose
Zellen betreiben Endozytose, um Stoffe aus ihrer Umgebung aufzunehmen. Es kann
dabei prinzipiell zwischen der Phagozytose und der Pinozytose unterschieden werden.
Zur Phagozytose sind dabei nur Immunzellen, zum Beispiel Makrophagen, Monozy-
ten und Neutrophile in der Lage, welche die Phagozytose einsetzen, um große Partikel,
wie Krankheitserreger, aufzunehmen. Pinozytose hingegen kommt in allen Zelltypen vor
und befähigt die Zelle dazu Flüssigkeiten und gelöste Stoffe aus der Umgebung aufzu-
nehmen. Es können vier Arten der Pinozytose unterschieden werden: Makropinozytose,
Clathrin-vermittelte, Caveloae/lipid raft-vermittelte und Caveolae-unabhängige Endozy-
tose. Während sich die exakten Mechanismen dieser vier Pinozytose-Typen unterschei-
den, führen sie alle dazu, dass sich endozytierte Stoffe am Ende in einem Lipidvesikel
befinden und nicht frei im Zytoplasma. Von hier aus werden die aufgenommenen Stoffe
im Normalfall über den endo-lysosomalen Abbauweg degradiert. Um ins Zytoplasma zu
gelangen, müssen die CPPs also aus den Lipidvesikeln ausbrechen, ein Prozess, der als
„endosomal escape“ bezeichnet wird und noch sehr schlecht verstanden ist [23, 32].
Makropinozytose wird von einigen Autoren als Aufnahmemechanismus für arginin-
reiche CPPs, wie Polyarginin und HIV-1 Tat, postuliert [54]. Andere Autoren hingegen
postulieren die clathrin-abhängige Endozytose als Aufnahmemechanismus für HIV-1 Tat
[63].
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Abbildung 1.1: Formen der Pinozytose, die für die Aufnahme von CPPs in die
Zelle vorstellbar sind.
Dargestellt ist zum einem die relativ unspezifische Macropinozytose, die spezifische clathrin-
vermittelte Endozytose, die caveolin-vermittelte Endozytose und die clathrin- & caveolinu-
nabhängige Endozytose. Darüber hinaus ist das für die Abschnürung der Vesikel zuständige
Dynamin dargestellt, sowie das bei der clathrin-vermittelten Endozytose wichtige Clathrin,
das ein Netz um die Zellmembran-Vesikel bildet[31, 67]. Abbildung modifiziert nach [76].
In vorangehenden Studien unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass Caveolae- und
Clathrin-vermittelte Endozytose als Aufnahmemechanismus für YopM wahrscheinlich ist
[68]. Neuere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe legen aber auch eine direkte Penetration
der Zellmembran als möglichen Aufnahmemechanismus für YopM nahe [74, 21]
1.1.1.2 Transduktion
Zur Zeit werden verschiedene Modelle diskutiert, wie CPPs direkt die Zellmembran
überwinden könnten. Dazu gehören unter anderem das „inverse Mizellen“ Modell, das
„barrel-stave“ Modell und das „carpet“ Modell. Da die Internalisaierung der CPPs auch
bei 4◦C beobachtet wurde, ist allen Modellen gemein, dass sie energieunabhängig sein
sollen.
Das „inverse Mizellen“ Modell wurde von der Gruppe um Daniele Derossi im Jahre
1998 für eine PTD aus dem Antennapedia-Protein aus Drosophila vorgeschlagen [16].
Nach diesem Modell kommt es zu einer Interaktion der PTD mit den geladenen Phos-
pholipiden der Membran-Außenseite. Die Anlagerung und Interaktion der Proteine mit
der Membran führt zu einer Destabilisierung der Membranorganisation und zur Bildung
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von „inversen Mizellen“, welche die Membran durchwandern und sich schließlich zur
zytoplasmatischen Seite öffnen, so dass sich die PTD jederzeit in einer wässrigen Umge-
bung befindet. Dies ist laut Derossi eine möglicher Erklärung, warum hydrophile Stoffe
mit in die Zelle transportiert werden können [16]. Andere Autoren kritisieren, dass das
„inverse Mizellen“ Modell zwar die Aufnahme von einigen CPPs erklären könnte, aber
nicht die Aufnahme von Tat oder Poly-Argininen, da diese keine hydrophoben Amino-
säuren besäßen, die notwendig für den Membran-Translations-Prozess wären. Darüber
hinaus könne diese Modell nicht erklären, wie die CPPs „Cargo“ in die Zelle einbringen
könnten, welches 100 mal größer ist als sie selbst [50].
Abbildung 1.2: „Inverse Mizellen“ Modell nach Derossi 1998.
Nach dem „Inverse Mizellen“ Modell kommt es zu einer Interaktion der PTD mit den gelade-
nen Phospholipiden der Membran-Außenseite. Die Anlagerung und Interaktion der Proteine
mit der Membran führt zu einer Destabilisierung der Membranorganisation und zur Bil-
dung von „inversen Mizellen“, welche die Membran durchwandern und sich schließlich zur
zytoplasmatischen Seite öffnen. Abbildung entnommen aus [16]
Ein weiteres Modell, das energie-unabhängige Aufnahme von CPPs erklären könnte,
ist das sogenannte „Carpet“ Modell. Dieses Modell wurde ursprünglich für die Translo-
kation von antimikrobiellen Peptiden vorgeschlagen. Nach dem „Carpet“ Modell lagern
sich die Peptide parallel zu der Lipid-Doppelschicht an und beschichten diese „wie ein
Teppich“ (daher der Name). Ab einer gewissen Konzentration der Proteine an der Mem-
branoberfläche sollen die Peptide eine Detergentienwirkung auf die Membran zeigen und
zur Bildung von Mizellen und Membranporen führen (siehe Abbildung 1.3)[36].
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Abbildung 1.3: Modelle zur energieunabhängigen Aufnahme von CPPs.
Hydrophile Regionen der Peptide sind rot gefärbt, hydrophobe blau.
A) „Carpet“ Modell: Die Peptide lagern sich parallel zur Lipid-Doppelschicht an. Dies führt
ab einer gewissen Konzentration der Peptide zu einer Detergenzienwirkung auf die Membran
mit Bildung von Mizellen und Membranporen
B) „Barrel-Stave“ Modell: Die Peptide lagern sich zusammen und fügen sich mit ihren lipo-
philen Regionen in die Doppelmembran ein, während die hydrophilen Regionen das Innere
einer Pore bilden. Abbildung entnommen aus Brogden (2005)[10]
Ein weiteres Modell der direkten Aufnahme von CPPs ist das „barrel-stave“ Modell.
Bei diesem Modell lagern sich die Peptide zusammen und fügen sich mit ihren lipophilen
Regionen in die Doppelmembran ein, während die hydrophilen Regionen das Innere einer
Pore bilden (siehe Abbildung 1.3) [10].
Sowohl das „carpet“, wie auch das „barrel-stave“ Modell leiten sich aus Überlegungen
ab, die zu antimikrobiellen Peptiden vorgenommen wurden. Die Funktion von antimi-
krobiellen Peptiden ist es, ihre Zielzelle zu töten oder zumindest zu schädigen. Sollten
CPPs die gleichen Mechanismen wie antimikrobielle Peptide benutzen, wäre dies für
einen möglichen therapeutischen Einsatz von CPPs unter Umständen problematisch.
Darüberhinaus können diese Modelle nur unbefriedigend erklären wie die CPPs „cargo“
in die Zelle transportieren können, welches so viel größer ist als sie selbt [50].
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1.1.2 Mögliches Cargo und bisherige Anwendung
Abbildung 1.4: Überblick über die möglichen „cargos“ der CPPs.
Erläuterung siehe Text. Abbildung entnommen aus [76]
In vielen Studien konnte schon die erfolgreiche CPP-gestützte Applikation von intrazel-
lulären Therapeutika erreicht werden [37]. Nachfolgend ein kurzer Überblick über bis
jetzt durch CPPs erfoglreich transportiertes „cargo“:
• Proteine: CPPs können Proteine in einer weiten Größenordnung von 30 kDa (wie
z.B. GFP) bis zu 150 kDa (z.B. Antikörper) in die Zielzellen einschleusen [76].
So konnte gezeigt werden, dass Anti-p21 gekoppeltes Tat in vivo in Tumorzellen
eindringen kann und Einfluss auf den Zellzyklus der Tumorzellen hat [34].
• Nukleinsäuren: Verschiedene Typen von Nukleinsäuren können durch CPPs in
Zellen eingebracht werden, unter anderem siRNA, DNA, RNA und PNA. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Tat-siRNA Komplex die Genexpression im selben Ausmaß
zu unterdrücken vermag wie durch Lipofectamin applizierte siRNA [76].
• Therapeutika: Methotrexat, Doxorubicin, 5-Aminolävulinsäure und Cyclosporin
A sind Beispiele für Therapeutika, die erfolgreich durch CPPs intrazellulär appli-
ziert werden konnten. Cyclosporin A, welches aufgrund des schlechten Eindringens
in die Haut, in der Regel nicht topisch eingesetzt werden kann, konnte in der Kom-
bination mit einem CPP erfolgreich für die Behandlung von Hautentzündungen
(auch beim Menschen) eingesetzt werden [65].
• „Imaging agents“: CPPs können zahlreiche Stoffe transportieren, die in der
Bildgebung Verwendung finden. z.B. Fluorophore, „Quantum Dots“ oder MRT-
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Kontrastmittel. So konnte durch an CPP gekoppeltes MRT-Kontrastmittel in vivo
die Wanderung von Stammzellen und T-Zellen sichtbar gemacht werden [45, 19].
Eine große Einschränkung für die in vivo Anwendung von durch CPPs applizierten Stof-
fen ist die fehlende Zellspezifität. Dieses Problem kann durch die sogenannten „activat-
able cell-penetrating peptides“ umgangen werden, auf die hier aber nicht näher einge-
gangen werden soll [1].
1.2 YopM ein Effektorprotein der Yersinien
Das „Yersinia outer Protein M“ (YopM) ist ein bakterielles Effektorprotein, welches
durch die Yersinien-Genus (u.a. Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis und Y. pestis)
während einer Infektion durch ein Typ-III-Sekretionssystem (T3SS) in die eukaryoti-
schen Zellen des Wirts injiziert wird [68].
YopM ist ein Protein mit niedrigem isoelektrischem Punkt, welches als Monomer eine
„hufeisenförmige“ Gestalt besitzt. Es besteht aus zwei N-terminalen α-Helices auf die,
je nach Spezies, 12-20 „leucin rich repeats“ (LRR) folgen [22]. Die beiden α-Helices set-
zen sich aus 53, die LRR-Motive aus ca. 20 Aminosäuren zusammen [68, 81]. Da die
Anzahl der LRRs zwischen den einzelnen Yersinien Stämmen variiert, variiert auch das
Molekulargewicht von YopM zwischen 41-55kDa [8]. Vor den 2α-Helices befinden sich
N-terminal noch 33 Aminosäuren, für die in der Kristallstrukturanalyse keine Konfor-
mation definiert werden konnte und die daher wahrscheinlich eine flexible Konformation
einnehmen (siehe Abb. 1.5).
Abbildung 1.5: A: „Ribbon-Model“ von YopM. Man erkennt die N-terminalen 2α-helices
und die LRRs. (Entnommen aus Evdokimov et al. [22]) B: Schematische Darstellung von
YopM. Die ersten drei LRRs und die 32 C-terminalen AS enthalten ein „nuclear localization
signal“. Interaktionen mit anderen Proteinen wirden über die LRRs vermittelt. Die 2α-
Helices stellen außerdem die „protein transduction domain“ von YopM dar (Entnommen
aus Rüter [68])
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Obwohl YopM keine klassischen „nuclear localization signals“ (NLS) enthält, kann
es nach Translokation in die Wirtszelle im Zellkern nachgewiesen werden. Benabdillah
et al. konnten durch Studien an Hefen nachweisen, dass die ersten drei LRRs und der
C-terminale Bereich des Proteins als NLS, zumindest in Hefen, fungieren [5].
1.2.1 YopM ist ein CPP
In vorangegangenen Arbeiten unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass YopM zur
eigenständigen Penetration der Plasmamembran in der Lage ist und somit ein CPP dar-
stellt. Die Fähigkeit zur T3SS unabhängigen Aufnahme, konnte an mehreren Zelllinien
gezeigt werden und ist somit eine intrinsische Fähigkeit von YopM .
Die Domäne eines Proteins, die letztendlich für das Eindringen in die Zelle verantwort-
lich ist, wird als „peptide transduction domain“ (PTD) bezeichnet. Bei YopM stellen
die 2α-Helices die PTD dar, wobei auch jede α-Helix für sich alleine in der Lage ist,
in eukaryotische Zellen zu translozieren [68]. Es konnte auch gezeigt werden, dass die
2α-Helices von YopM in der Lage sind, „cargo“ in eukaryotische Zellen einzubringen.
So wurden die 2α-Helices von YopM mit YopE oder GFP fusioniert, die nicht in der
Lage sind, selbstständig in Wirtszellen einzudringen. Wurden HeLa Zellen für 30 min
mit diesen Fusionsproteinen inkubiert, konnten sie anschließend im Zytosol dieser Zellen
nachgewiesen werden, nicht jedoch im Zellkern, was wahrscheinlich auf die fehlenden
NLS zurückzuführen ist [69].
In den 2α-Helices finden sich insgesamt 11 negativ geladene AS (3 x Apartat und 8 x
Glutamat) und 9 positiv geladene AS (6 x Arginin und 3 x Lysin). Es ergibt sich eine
Gesamtladung von - 2 und ein amphipathischer Charakter. Die PTD von YopM ist 86
AS lang, was einen auffälligen Unterschied zu bereits bekannten CPPs darstellt, deren
PTD meist innerhalb der ersten 20 Aminosäuren lokalisiert ist [21, 68]. Insgesamt finden
sich zwischen den 2α-Helices von YopM und schon bekannten PTDs wenige augenfällige
Gemeinsamkeiten [69].
YopM wird über hauptsächlich Endozytose in eukaryotische Zellen aufgenommen [69].
Neuere Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe sprechen zusätzlich auch für eine Aufnahme über
Transduktion [21, 74]. Möglicherweise sind auch beide Aufnahmewege für parallel YopM
möglich.
1.2.2 Intrazellulärer Transport von YopM
Über den intrazelluläre Transport von CPPs ist noch wenig bekannt, obwohl ein Ver-
ständnis dieses Bereichs fundamental wichtig dafür ist, sicherzustellen, dass von CPPs
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transportiertes „cargo“ sein Ziel in der Zelle erreicht. Besonderer Bedeutung kommt hier
dem sogenannten „endosomal escape“ zu. Es gibt verschiedene Vorstellungen, wie die
CPPs gegebenenfalls aus den Endosomen entkommen könnten [30]. In vorangegangenen
Studien unserer Arbeitsgruppe wurde die Aufnahme und der intrazelluläre Transport
von YopM untersucht. Im Folgenden wird der vermutete intrazelluläre Transport-Weg
von YopM dargestellt.
Abbildung 1.6: Überblick über den möglichen intrazellulären Transport von
YopM.
Nach Internalisierung von YopM über Clathrin- und/oder Caveaolae-vermittelte Endozy-
tose gelangt YopM über einen Vesikel-assoziierten Transportweg von frühen Endosomen in
die späten Endosomen und kann zu späteren Zeitpunkten teilweise auch in Lysosomen de-
tektiert werden. Möglicherweise findet ein „endosomal escape“ statt, was die beobachtete
Lokalisierung des frei vorliegenden Proteins um Zytosol und partiell im Zellkern erklären
würde. Bislang unbekannte potentielle Transportwege von YopM sind durch Fragezeichen
gekennzeichnet [74]. Abbildung entnommen aus [68]
Es wurde festgestellt, dass YopM nach der Internalisierung durch Clathrin- und/oder
Caveaolae-vermittelte Endozytose in der Zielzelle durch einen Vesikel-assoziierten endo-
somalen Weg transportiert wird. Anfangs konnte das rekombinante Protein in frühen
Endosomen lokalisiert werden, von wo aus es zu späten Endosomen zu gelangt. Es folgt
1 Einleitung 11
eine Akkumulation des Proteins in der perinukleären Region, wobei eine Kolokalisati-
on mit dem ER gezeigt werden konnte. Geringe Mengen des Proteins konnten auch im
Zellkern nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte ein Transport von YopM über
den Golgi Apparat allerdings ausgeschlossen werden. Mit Hilfe von proteinbiochemi-
schen Methoden konnte freies YopM in Zytosol sowie im Zellkern nachgewiesen werden.
Genauere Erkenntnisse zum „endosomal escape“ von YopM konnten aber noch nicht
gewonnen werden. Desweiteren konnte die Lokalisierung des Proteins in Caveosomen
nach Caveolae-vermittelter Endozytose bislang noch nicht nachgewiesen werden. Aller-
dings konnte Gold-gekoppeltes YopM zu späteren Zeitpunkten vereinzelt in Lysosomen
detektiert werden. Dies ist ein möglicher Hinweis auf eine Beteiligung des lysosomalen
Abbauweges [74, 68].
1.3 Cif - Cycle Inhibiting Factor
Der „cycle inhibiting factor“ (Cif) ist ein Effektorprotein einiger enterohämorrhagischer-
und enteropathogener E. colis, welche das Protein über das „Type III secretion system“
(T3SS) in eukaryotische Zielzellen einbringen können. Anders als andere T3SS vermit-
telte Effektorproteine, ist Cif allerdings nicht auf dem „locus of enterocyte effacement“
(LEE) kodiert, sondern auf einem „lambdoiden Prophagen“. Obwol nur wenige E. coli
Stämme, die ein LEE aufweisen, positiv für Cif sind, weisen alle für Cif positiven E. coli
Stämme ein LEE auf [49, 51].
Abbildung 1.7: „Ribbon Model“ von Cif: Entnommen aus [33]
Der Cif „open reading frame“ ist 846 bp groß und kodiert für ein 282 Aminosäure
großes Protein mit einer molekularen Masse von 32 kDa. Von 5.049 auf Cif untersuchten
E. coli Stämmen waren nur 115 positiv für Cif. Von diesen 115 konnten nur 66% den für
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Cif typschen Phänotyp bei infizierten eukaryotischen Zellen hervorrufen, was die hohe
Mutationsrate des Cif Gens anzeigt [49].
Zu Cif homologe Proteine konnten in den Bakterien Yersinia pseudotuberculosis, Pho-
torhabdus luminescens, Photorhabdus asymbiotica und Burkholderia pseudomallei gefun-
den werden. Sie rufen alle den gleichen Effekt wie Cif hervor und scheinen auch über
ähnliche Mechanismen diese Effekte hervorzurufen [38].
1.3.1 Effekte von Cif
Einige klinische EPEC- und EHEC-Isolate lösen einen sogenannten irreversiblen zyto-
pathischen Effekt (CPE) an befallenen Zellen aus. Er ist gekennzeichnet durch:
• Eine fortschreitende Rekrutierung von „focal adhesions plaques“, die zur Bildung
von Aktin Stressfasern führen,
• eine Größenzunahme des Zellkerns und der gesamten Zelle,
• eine Hemmung des Zellzyklus am G2/M-Übergang,
• einen resultierenden 4N-DNA Gehalt der betroffenen Zellen [14],
• eine zusätzliche Blockade des Zellzyklus in der G1 Phase [71] und
• eine Akkumulation von inaktivierten, phosphoryliertem Cdk1.
Für diesen CPE ist allein Cif verantwortlich. Gereinigtes, rekombinant hergestelltes
Cif, welches in eukaryotische Zellen eingebracht wird, ist (ohne begleitende bakterielle
Infektion) in der Lage, diesen CPE hervorzurufen [51].
Es konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass der Einfluss von Cif auf den Zellzyklus
auch unabhängig vom Zelltyp ist. Sowohl HeLa Zellen als auch Caco-2 und IEC-6 Zellen
zeigten die gleichen Veränderungen, wenn sie mit Cif positiven Bakterien infiziert wur-
den. Allerdings zeigen nur HeLa Zellen eine Bildung von Stressfasern [77]. Darüber hin-
aus konnte beobachtet werden, dass Cif in IEC-6 Zellen zu einer späten Apoptose führt,
während es in HeLa Zellen nach ca. 72h zu einem Durchbrechen des Zellzyklusblocks
und einer Wiederaufnahme der Replikation kommt. Dieses unterschiedliche Verhalten
ist wahrscheinlich auf den abweichenden p53-Status (siehe 1.3.2) der beiden Zelllinien
zurückzuführen [72]
Die von Cif hervorgerufenen Effekte könnten für Pathogene während einer Infekti-
on verschiedene Vorteile haben. Unter anderem ist vorstellbar, dass Cif die intestinale
Kolonisierung der Bakterien unterstützt indem es die Erneuerung und das Abschilfern
des Darmepithels unterdrückt, an das die Bakterien anheften. Cif könnte aber auch die
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klonale Proliferation von Lymphozyten unterdrücken und den Bakterien so einen Vorteil
bieten. Da Cif in den Zell-Zyklus der Wirts-Zellen eingreift, wäre es auch denkbar, dass
Cif möglicherweise eine Rolle in der Karzinogese spielen könnte [51].
1.3.2 Wirkmechanismen des Cif
Die Regulierung des Zellzyklus ist für einen vielzelligen Organismus existenziell. Tieri-
sche Zellen stoppen ihr Wachstum so lange, bis sie durch Wachstumsfaktoren den Impuls
zur Teilung erhalten. Während des Ablaufs des Zellzyklus sind ständige Rückmeldun-
gen über den jeweiligen Stand der Arbeit notwendig. Es gibt ein zentrales Zellzyklus-
Kontrollsystem, das vor allem an zwei Punkten angreift: Zum einen den G1/S-Kontroll-
punkt (=Restriktionspunkt) an dem über den Eintritt in die S-Phase entschieden wird,
und zum anderen am G2/M-Kontrollpunkt, an dem geprüft wird, ob die DNA vollständig
und fehlerfrei repliziert worden ist [32].
Abbildung 1.8: Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen.
S) Synthesephase; P) Prophasen; M) Metaphase ; A) Anaphase; T) Telophase; Z) Zelltei-
lung. Entnommen aus [32]
Um diese Kontrollpunkte zu überwinden, sind aktivierte Cyclin-Cdk-Komplexe not-
wendig. Sollte allerdings z.B. von der Zelle in der G1 Phase ein DNA Schaden bemerkt
werden, so kommt es über die Aktivierung des p53-Pathway zu einer Erhöhung von p21.
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Dies führt unter anderem zu einer Phosphorylierung und damit zu einer Inaktivierung
von bestimmten Cyclin-abhängige Kinasen (CDK). Da ja aber aktivierte Cyclin-Cdk-
Komplexe für die Überwindung der Zellzyklus-Kontrollpunkte notwendig sind, kommt
es durch die Inaktivierung der CDKs zu einem Stopp des Zellzyklus. Die Zelle hat jetzt
unter anderem Zeit, um die DNA-Schäden zu reparieren. Ist der Zellzyklus zu lange ge-
stoppt, kommt es zur Einleitung der Apoptose. Wie p21 inihibiert auch p27 die CDKs
und führt somit zu einem Stopp des Zellzyklus [32, 59].
Es ist zur Zeit noch nicht vollständig geklärt, wie Cif seine Effekte in der Zelle ver-
mittelt. Klar ist jedoch, dass Cif seine Effekte nicht über „Genotoxizität“ vermittelt.
Auch konnte gezeigt werden, dass Cif andere Wege nutzen muss, als das sehr ähnliche
Effekte hervorrufende „cytolethal distending toxin“ (CDT) [77]. Allerdings konnte ge-
zeigt werden, dass Cif in der Zelle zu einer Erhöhung von p21 und p27 führt und auch zu
einer Erhöhung von phosphorylierten und damit inaktiviertem CDK1. Eine Erhöhung
von p21 und p27 (und damit einhergehend einee Inaktivierung von CDK1) führt in der
eukaryotischen Zelle zu einem Stopp des Zellzyklus [71].
Es konnte gezeigt werden, dass die Erhöhung der p21- und p27-Konzentration in den
Cif ausgesetzten Zellen unabhängig vom p53-Pathway ist (siehe oben). Vielmehr konnte
sogar gezeigt werden, dass es sogar in p53-negativen Zellen (wie den HeLa-Zellen) zu
einer Erhöhung von p21- und p27-kommt. Die p21 und p27 Konzentrationserhöhung
kommt anscheinend durch eine Inhibierung des proteasom-vermittelten Abbaus dieser
Proteine zustande [71, 72].
Abbildung 1.9: Schema zur Zellzykluskontrolle von Cif.
Cif führt in den eukaryotischen Zellen zu einer Erhöhung von p21 und p27. Dies führt unter
anderem zu einer Phosphorylierung und damit Inaktivierung von CDK1 was zu einem Stopp
des Zellzyklus am G1/S- und G1/M-Übergang führt.
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Allerdings kann die Erhöhung der p21- und p27-Konzentration nicht der einzige Weg
sein, über den Cif den eukaryotischen Zellzyklus kontrolliert, da Cif seine Wirkung auch
in Zellen entfaltet, bei denen die p21 und p27 Expression durch siRNA unterdrückt
wurde.
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2 Zielsetzung der Arbeit
In vorangehenden Studien unserer Arbeitsgruppe konnte YopM aus Y. enterocolitica
als ein „cell-penetrating peptide“ charakterisiert werden. CPPs und somit auch YopM,
sind in der Lage, „Cargo“ mit in die eukaryotische Zelle zu transportieren. Es konnte
demonstriert werden, dass YopM unter anderem GFP und YopE als „cargo“ in Zielzellen
zu transportieren vermag [69].
Das Cyclomodulin Cif besitzt Eigenschaften, die es für eine therapeutische Anwendung
äußerst interessant erscheinen lassen. Vor allem die Fähigkeit, einen Stopp des Zellzyklus
hervorzurufen und die Spiegel von p21 und p27 in eukaryotischen Zellen zu verändern,
lassen an eine mögliche Anwendung in der Tumormedizin denken. Allerdings muss Cif
vom T3SS gramnegativer Bakterien in Zielzellen eingebracht werden, um seine Wirkung
zu entfalten. Cif selbst ist nicht in der Lage, in eukaryotische Zellen einzudringen. Der
Einsatz von Cif selbst als mögliches Therapeutikum ist also nicht denkbar, da es seinen
Wirkort nicht erreichen könnte. Wäre es aber möglich, Cif mithilfe eines CPP in Ziel-
zellen einzubringen, würde dies für Cif als mögliches Therapeutikum neue Perspektiven
eröffnen.
Erstes Ziel der Arbeit war es, aus den in der Arbeitsgruppe verfügbaren E. coli Stäm-
men mindestens einen Stamm zu identizieren, der das komplette, unmutierte Cif -Gen
trägt. Daraufhin sollte ein Fusionsprotein aus den 2α-Helices von YopM und Cif herge-
stellt werden. Anhand dieses Fusionsprotein sollte untersucht werden, ob die 2α-Helices
von YopM in der Lage sind, auch Cif als „cargo“ in Zielzellen zu transportieren. Wei-
terhin sollte der mögliche Einfluss des 2α-Helices-Cif Fusionsproteins auf eukaryotische
Zielzellen untersucht werden.
Parallel dazu sollte zum Vergleich auch ein Polyarginin-Cif Fusionsprotein hergestellt
werden. Auch der Einfluss dieses Proteins auf Zielzellen sollte untersucht werden.
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3 Material
3.1 Bakterienstämme
In der Tabelle 3.1 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme
bezeichnet und näher beschrieben.
Tabelle 3.1: Verwendete Bakterienstämme
Stamm Serotyp/Beschreibung Referenz
E.coli DH5α F-, endA1, recA1, hsdR17(rK-
MK+) deoR, thi-1. supE44, gy-
rA96, ∆(lacZYA-argF) U169
(Φ80dlacZ∆M15)
Hanahan, 1991
E. coli BL21(DE3) F-, hsdSB(rB- mB-), dcm, gal,
ompT, (DE3)
Studier und Moffat, 1986
Klinische Isolate (Shi-
ga Toxin negativ)
#27 O40:H21; #33 Ont:H32;
#34 Ont:H32; EPEC
E2348/69; EHEC EDL 933
(Nur Gesamt-DNA)
Klilnische Isolate
3.2 Eukaryotische Zellinien
In dieser Arbeit wurden HeLa-Zellen für Transfektions-, Proteininkubations- und Infek-
tionsversuche verwendet. HeLa Zellen entstammen einem humanem Adenokarzinom der
Zervix. Sie sind die ersten menschlichen Zellen, aus denen im Jahre 1951 eine permanente
Zelllinie etabliert werden konnte. Henrietta Lacks, die Patientin aus deren Zervixkarzi-
nom die Zelllinie entstammt, starb 8 Monate nach der Diagnosestellung. Es gibt leider
keine Aufzeichnung, dass sie einer Verwendung ihrer Gewebeproben für wissenschaftliche
Zwecke zugestimmt hat [52, 26]
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Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit CHO-Zellen verwendet. Diese immortalisierte
Zelllinie wurde 1957 aus den Ovarien des chinesischen Hamsters (Cricetulus griseus) isso-
liert. Sie wird häufig für die Produktion von rekombinanten Proteinen eingesetzt [29]. In
dieser Arbeit wurde die morphologische Veränderung von CHO-Zellen nach Inkubation
mit den in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Proteinen untersucht.
3.3 Plasmide und Oligonukleotide
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3.2 aufgeführt.
Tabelle 3.2: Verwendete Plasmide.
Bezeichnung Beschreibung Referenz
pET-24b(+) Kanr, Expressionsvektor. Die Klonierung in diesen
Vektor erfolgte ohne Start- und Stopp-kodon der zu
inserierenden Fragmente
Novagen
pET-Cif Nukleotide 3-846 von Cif aus E. coli EHEC O145:H-
(NheI/HindIII ) in pET-24b(+) mit 6xHis-Tag. Für
die rekombinante Expression von Cif in E. coli
diese Arbeit
pET-2αH Nukleotide 1-219 von yopM aus Y. enterocolitica O:8
JB580v (NheI/BamHI ) in pET-24b(+) mit 6xHis-Tag
Rüter, 2009
pET-Cif2αH Nukleotide 3-846 von Cif aus E. coli EHEC O145:H-
(BamHI/HindIII ) in pET-242αH(+) mit 6xHis-
Tag. Für die rekombinante Expression von Cif mit
2αHelices von YopM in E. coli
diese Arbeit
pET-Cif5xR Nukleotide 3-846 von Cif aus E. coli EHEC O145:H-
(BamHI/HindIII ) in pET-24b(+) mit 6xHis-Tag.
Für die rekombinante Expression von Cif mit fünf
zusätzlichen Argininen in E. coli
diese Arbeit
pEGFP-C1 Kanr, Transfektionsvektor. Kodiert für eine abgewan-
delte Variante des wild-typ GFP .
Clontech
pEGFP-Cif∅GFP Nukleotide 3-846 von Cif aus E. coli EHEC O145:H-
(NheI/BamHI) in pEGFP-C1. (EGFP herausgeschnit-
ten)
diese Arbeit
pEGFP-Cif Nukleotide 3-846 von Cif aus E. coli EHEC O145:H-
(HindIII/BamHI) in pEGFP-C1.
diese Arbeit
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Im Rahmen dieser Arbeit für Klonierung verwendete Plasmide sind in Tabelle 3.3 auf-
geführt. Die „Primer“ wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) bezogen.
Die Lagerung erfolgte bei -20◦C
Tabelle 3.3: Oligonukleotide zur Amplifizierung von DNA durch Polymerase-
kettenreaktion. Restriktionsschnitstellen innerhalb der Primersequenz und verwendete
Restriktionsenzyme sind unterstichen.
Primer Sequenz (5’→3’) Beschreibung
F-Cif(Nhe) CTA GCT AGC AAA GAC ATT
ACC CTT CCC CCC
„Forward Primer“ für Cif aus E.
Coli EHEC O145:H- mit NheI-
linker
R-Cif(H3) CCC AAG CTT ACT ACA TAG
TGA TTT TAT TAT
„Reverse Primer“ für Cif, Cif2αH,
Cif5*R, aus E. Coli EHEC O145:H-
mit HindIII-Linker
F-Cif(B1) CGC GGA TCC AAA GAC ATT
ACC CTT CCC CCC
„Forward Primer“ für Cif, Cif2αH,
aus E. Coli EHEC O145:H- mit
BamHI-Linker
F-Cif(5xR) CTA GCT ACG AGA CGA CGT
CGA AGA CGA AAA GAC ATT
ACC CTT CCC CCC
„Forward Primer“ für Cif5*R aus
E. Coli EHEC O145:H- mit NheI-
linker
F-Cif(HindIII) CCC AAG CTT AAA GAC ATT
ACC CTT CCC CCC
„Forward Primer“ für pEGFP-Cif
Plasmid mit HindIII-linker
R-Cif(BamHI) CGC GGA TCC ACT ACA TAG
TGA TTT TAT TAT
„Reverse Primer“ für pEGFP-Cif
und pEGFP-Cif∅GFP Plasmid mit
BamHI-linker
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3.4 Enzyme für die Molekularbiologie
Tabelle 3.4: Für die Molekularbiologie verwendete Enzyme
Enzym Funktion/Aktivität Hersteller
Taq-DNA-Polymerase 5’→3’ DNA-Polymerase-Aktivität Segenetic (Borken)
Phusion-DNA-Polymerase 5’→3’ DNA-Polymerase-Aktivität Finnzymes (Espoo,
3’→5’ Exonuclease-Aktivität; 10 U/µl Finnland)
Restriktionsendonukleasen BamHI 5’-G↓GATCC-3’ 10 U/µl Fermentas
NheI 5’-G↓CTAGC-3’ 10 U/µl (St. Leon-Roth)/
HindIII 5’-A↓AGCTT-3’ 10 U/µl !!!!!!!!! Segenetic (Borken)
T4 DNA-Ligase Phosphodiesterbindungen zwischen Fermentas
3´- und 5´-Termini (St. Leon-Roth)
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3.5 Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe
Tabelle 3.5: Verwendete primäre Antikörper/Antiseren.
Eingesetzte Verdünnungen, Kurzbeschreibung und Referenz der AKs sind angegeben. WB:
Western Blot, AK: Antikörper.
Bezeichnung Verdünnung Beschreibung Referenz
α-YopM WB: 1:10.000 polyklonales Antiserum aus
Maus gegen YopM aus Y.
enterocolitica
Rüter, 2006
IF: 1:500
α-α-Tubulin WB: 1:5000 monoklonaler Antikörper
aus Maus gegen humanes
α-Tubulin
Sigma-Alderich
(Taufkirchen)
α-β-Aktin WB: 1:2000 monoklonaler Antikörper
aus Maus gegen humanes
β-Aktin
Sigma-Alderich
(Taufkirchen)
α-Penta-His WB: 1:1000 monoklonaler Antikörper aus
Maus gegen das His6-Epitop
Quiagen (Hil-
den)
Anit-His-Rabbit WB: 1:2000 Polyklonaler Antikörper aus
Hase gegen das His6-Epitop
Cell Signa-
ling (Danvers,
USA)
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Tabelle 3.6: Verwendete sekundäre Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe für
immunchemische Analysen.
Eingesetzte Verdünnungen, Kurzbeschreibung und Referenz der AKs sind angegeben. WB:
Western Blot, IF: Immunfluoreszenz, Ak: Antikörper.
Bezeichnung Verdünnung Beschreibung Referenz
GAR-PO WB: 1:10000 monoklonaler AK aus Ziege ge-
gen Kaninchen-IgG, konjugiert
mit Peroxidase (PO)
Dianova
(Hamburg)
GAM-PO WB: 1:10000 monoklonaler AK aus Ziege ge-
gen Maus-IgG, konjugiert mit
PO
Dianova
(Hamburg)
Phalloidin-
Texas-Red
IF: 1:2000 Texas-Red gekoppeltes Phalloi-
din zum Nachweis von F-Aktin
Invitrogen
(Karlsruhe)
Hoechst 33258
(DAPI)
IF: 1:100 Farbstoff zum selektiven Nach-
weis von DNA
Sigma-Aldrich
(Taufkirchen)
Draq5 IF: 1:400 Cy5-gekoppelter Farbstoff zum
selektiven Nachweis von DNA
Biostatus
Shepshed, UK
In den Tabellen 3.5 und 3.6 sind die in dieser Arbeit verwendeten primären und se-
kundären Antikörper für Western Blot- und Immunfluoreszenz-Analysen aufgeführt.
3.6 Reagenziensysteme und Kits
Die in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 3.7 aufgeführt.
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Tabelle 3.7: Verwendete Reagenziensysteme und Kits
Kit-Bezeichnung Hersteller
FavorPrepTM Plasmid DNA Mini Kit Favorgen(Taiwan)
FavorPrepTM Gel/PCR Purification Kit Favorgen(Taiwan)
NucleoBond R© Xtra Midi Kit Macherey-Nagel (Düren)
Ni-NTA Superflow Quiagen (Hilden)
FluoroLink
TM
-Ab Cy3 labelling kit
PA33000
Amersham Biosciences (Freiburg)
Effectene Transfection Reagent Quiagen (Hilden)
3.7 Größenstandards
3.7.1 DNA-Größenstandard
Für die Größenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde die Perfekt 1kb DNA Ladder
und Perfekt 100bp + 1,5 kb DNA Ladder der Firma Segenetic (Borken) verwendet.
Fragmentgrößen 1 kb (bp): 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.000, 2.500, 2.000,
1.500, 750, 500, 250
Fragmentgrößen 100 bp + 1,5 kb (BP): 1.500, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100
3.7.2 Proteingrößenstandard
Für die Bestimmung der molekularen Masse von Proteinen in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde der „SeeBlue R© Plus2“ -Proteingrößenstandard der Firma Invi-
trogen (Karlsruhe) eingestzt.
Molekulare Massen (kDa): 250, 148, 98, 64, 50, 36, 22, 16, 6, 4
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3.8 Kulturmedien
3.8.1 Kulturmedien für die Bakterienkulturen
Für die Kultivierung von Bakterien wurde Standard-I-Medium verwendet. Zur Herstel-
lung des Kulturmediums wurden 25g Standard-I-Boullion (Merck) zu 1l Aqua dest. ge-
geben und autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur. Zur Herstellung
von Kulturplatten wurde dem Medium zuvor 15 g/l Bacto-Agar hinzugefügt. Bei Be-
darf wurde dem auf 60◦C abgekühlten Medium, bzw. Agar, nach dem Autoklavieren 50
µg/ml Kanamycin hinzugefügt. Die Lagerung erfolgte bei 4◦C.
3.8.2 Kulturmedien und Reagenzien für die Zellkultur eukaryotischer
Zelllinien
Tabelle 3.8: Für die Zellkultur verwendete Reagenzien und Lösungen
Bezeichnung Beschreibung Hersteller
DMEM „Dulbeco’s Minimal Eagel Medium“ (PAA, Cölbe)
Alphazym Zum Ablösen von adhärenten Zellen (PAA, Cölbe)
Trypsin/EDTA-Lösung 0,5/0,2% (w/v) in PBS (PAA, Cölbe)
FCS Fötales Kälberserum, hitzeinaktiviert (PAA, Cölbe)
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin (100x) (PAA, Cölbe)
NEAA Nicht essentielle Aminosäuren (PAA, Cölbe)
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure
(PAA, Cölbe)
3.9 Lösung und Puffer
Im Folgenden sind allgemein gebräuchliche, häufig verwendete Puffer angegeben. Puffer
und Lösungen für spezielle Methoden werden an den entsprechenden Stellen im Metho-
denteil aufgeführt.
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D-PBS (10x) D-PBS (1x)
NaCl 80 g D-PBS(10x) 100ml
KCl 2 g ad 900 ml Aqua dest.
NaH2PO4 2 g
Na2HPO4 14,4 g
ad 1000 ml Aqua dest., pH 7,4
Tris-HCl (1M) EDTA (0,5M)
Trizma-Base 30,275 g EDTA 46,53 g
ad 250 ml mit Aqua dest. ad 250 ml Aqua dest. pH 8
pH 8 mit HCl
TE-Puffer IPTG (1M)
1M Tris HCl 100 µl IPTG 1,2 g
EDTA(0,5M) 20 µl ad 5 ml Aqua dest., steril filtriert
ad 10 ml Aqua dest. pH 8 Lagerung bei -20◦C
MgCl2 (1M) SDS (10%)
MgCl2 x 6 H2O 20,3 g SDS 25 g
ad 100 ml Aqua dest. ad 250 ml Aqua dest.
3.10 Geräte
Nachfolgend sind die in der Arbeit verwendeten Geräte aufgeführt.
Tabelle 3.9: Verwendete Geräte und deren Hersteller
Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle
Autoklav Aculab S 3000 und Valulab HP MMM GmbH (München)
Brutschrank Biocenter 2001 Integra Biosciences (Fernwald)
Brutschrank Heracell Heraeus (Hanau)
Elektrophoresekammer SDS-PAGE Hoefer Scientific Instruments (Freiburg)
E-Max Precision Microplate Reader MWG (Ebersberg)
Cytometer BD Bioscience (Franklin Lakes, USA)
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Geltrockner Hoefer Scientific Instruments (Freiburg)
Inkubator Minitron HT Infors (Bottmingen)
Inversmikroskop Axiovert 100 Carl Zeiss (Oberkochen)
Konfokal-Mikroskop CFSM LSM510 Carl Zeiss (Oberkochen)
Kippschuttler Duomax 1030 Heidolph (Nurnberg)
LightCycler 1.5 Roche Applied Science (Mannheim)
Lumi-Imager TMF1 Roche Applied Science (Mannheim)
Magnetrührer Merck (Darmstadt)
Mikrowelle Micromat AEG (Munchen)
MK4 automatic b/u Astrosound (Munchen)
Phasenkontrastmikroskop BH-2 Olympus (Hamburg)
Photomikroskop Axiophot Carl Zeiss (Oberkochen)
pH-Meter Φ32 Beckmann-Coulter (Munchen)
Spektrophotometer DU640 Beckmann-Coulter (Munchen)
Sterilbank Tecnoflow Integra Biosciences (Fernwald)
T1 Thermocycler Biometra (Gottingen)
Elektronenmikroskop Tecnai G2 Spirit Twin Fei (Eindhoven, NL)
Transblot SD Semidry Transfer Cell Bio-Rad (Munchen)
Ultra-Kryomikrotom Leica (Wetzlar)
Ultraschallgerät Modell 450/250 Sonifier G. Heinemann (Schwabisch Gmund)
UV-Transilluminator TFX 20M Intas (Gottingen)
Vortex Bender & Hobein AG (Zurich, CH)
Wasserbad GFL (Burgwedel)
Wasserbad Julabo (Seelbach)
Zentrifuge Beckmann J2-MI Beckmann (Munchen)
Zentrifuge Eppendorf 5417R Eppendorf (Hanau)
Zentrifuge Heraeus Sepatech Varifuge 3.OR Heraeus (Hanau)
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus (Hanau)
3.11 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Die verwendeten Chemikalien wurden in analytischen Reinheitsgraden bezogen. Die Be-
zugsquellen ergeben sich aus der zugehörigen Nummer des Herstellers.
Aceton (13)
Acrylamid, 30% (10)
Agarose (15)
Alfazyme (9)
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Aminosäuren, nicht essentielle, 100 x (9)
Ammoniumpersulfat (4)
Ammoniomhydroxid (15)
Bacto-Agar (6)
Bromphenolblau (15)
BSA (14)
Calciumchlorid (8)
Coomassie Brillian Blue G (15)
Coomassie Blue R250 (15)
Cy3/Cy5 Ab Labelling Kit (20)
Dikaliumhydrogenphosphat (15)
DMEM (9)
DMSO (12)
Dinatriumhydrogenphosphat (8)
D-PBS mit/ohne Ca2+ und Mg2+ (9)
ECGM (16)
ECL Reagent (18)
EZM (19)
EDTA (13)
EGTA (15)
Essigsäure (13)
Ethanol, 70% (1)
Ethanol, 100% (1)
Fötales Kälberserum (9)
Gylcerin (15)
Glycin (15)
Glutaraldehyd (16)
Goldchloridsäure (16)
Harnstoff (15)
Interleukin 1ß (15)
Isopropanol (7)
IPTG (3)
Kaliumacetat (8)
Kaliumchlorid (8)
Kaliumhydrogenphosphat (15)
Kanamycin (15)
Magermilchpulver (7)
Magnesiumchlorid (8)
ß-Mercaptoethanol (13)
Methanol (12)
Natriumacetat (14)
Natriumchlorid (13)
Natriumhydrogenphosphat (8)
Natriumhydroxid (8)
Ni-NTA (21)
Paraformaldehyd (8)
Penicillin/Streptomycin-Lösung (9)
Poly I:C (15)
Salzsäure (7)
Standard I(8)
SDS (15)
Tanninsäure (16)
TEMED (4)
Trizma-Base (15)
TNFα (15)
Trion X-100 (15)
Trypsin (9)
Tween-20 (9)
Ziegenserum (16)
Herstellernachweis: (1) Baker (Deventer, NL), (2) Biochrom (Berlin), (3) Biomol (Hamburg),
(4) Biorad (München), (5) BD Biosciences (Heidelberg), (6) Difco (Augsburg), (7) Fluka (Neu-
Ulm), (8) Glücksklee (München), (9) Merck (Darmstadt), (10) PAA Laboratories (Linz, A), (11)
Pharmacia LKB (Freiburg), (12) Riedel de Haën (Hannover), (13) Roche Biochemicals (Mann-
heim), (14) Roth (Karlsruhe), (15) Serva (Heidelberg), (16) Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen).
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4 Methoden
4.1 Mikrobiologische Methoden
Alle mikrobiologischen Methoden wurden nach den Regeln der guten mikrobiologischen
Laborpraxis (GMP-Regeln) und den geltenden Sicherheitsvorschriften der Stufe 2 (GenTG)
durchgeführt.
4.1.1 Kultivierung und Stammhaltung von Bakterien
Die Anzucht von E. coli Stämmen (DH5α, BL21, EHEC O145:H-) erfolgte auf Standard-
I-Agar-Platten bei 37◦C für ein bis zwei Tage in Brutschränken. Für plasmidtragende
Stämme wurden entsprechende Selektionsmedien verwendet. Anschließend konnten die
Platten für 4-6 Wochen bei 4◦C gelagert werden. Längerfristige Lagerung von Bakte-
rienkulturen erfolgte in Glycerinkulturen. Dazu wurde eine sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befindliche Flüssigkultur mit Glycerin (15% Endkonzentration) ver-
setzt und bei -70◦C gelagert.
Für Übernachtkulturen wurde Standard-I-Medium mit einer Einzelkolonie beimpft
und über Nacht im Haubeninkubator bei 180 U/min und 37◦C inkubiert. Für Stäm-
me mit entsprechendem Plasmid wurde Kanamycin mit einer Endkonzentration von 50
µg/ml hinzugegeben. Die Subkultivierung in Flüssigmedium erfolgte durch Zugabe eines
bestimmten Volumens aus der Übernachtkultur zu frischem Medium und anschließender
Inkubation im Haubeninkubator.
4.1.2 Bestimmung der optischen Dichte
Als Maß für das Bakterienwachstum in Flüssigmedien dient die optische Dichte der
Kultur bei 600 nm (OD600). Die OD600 wurde im Spektralphotometer unter Verwendung
von Einmal-Halbmikroküvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm bestimmt. Als Nullwert
für die Absorption wurde dabei entsprechendes Medium verwendet.
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4.2 Zellbiologische Methoden
4.2.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen
Die Kultivierung von eukaryotischen Zellen erfolgte in 25cm2 Kulturflaschen oder 10
cm2 Kulturschalen, bei wasserdampfgesättigter Atmosphäre und 5% CO2 Partialdruck.
Darüber hinaus pufferte der Brutschrank in einem pH-Bereich von 7,2-7,4 und hielt eine
konstante Temperatur von 37◦C. Für die Arbeit mit den Zellen wurden diese aus dem
Zellkulturbrutschrank übernommen und in eine sterile Werkbank der Klasse II überführt.
Alle eingesetzten Medien und Lösungen wurden vor Verwendung auf 37◦C erwärmt. In
einem Abstand von 2-3 Tagen wurde das Kulturmedium durch frisches Medium ersetzt.
Die Passagierung von adhärenten Zellen erfolgte bei 80-90% Konfluenz. Hierzu wurde
das Medium abgenommen und die Zellen für 5 min mit 5 ml D-PBS (ohne Ca2+ und
Mg2+ bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurde das D-PBS abgenommen und die Zellen
mit 3ml Alfazym oder Trypsin überschichtet und für weitere 5 Minuten im Brutschrank
inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden in frischem Kulturmedium aufgenommen und
in geeigneten Verdünnungen auf neue Kulturgefäße verteilt.
4.2.1.1 Kultivierung von HeLa Zellen
Die Kultivierung der HeLa-Zellen erfolgte in DMEM mit Zusatz von 1% Pen/Strep und
10% FCS.
4.2.2 Behandlung von HeLa Zellen mit rekombinanten Proteinen
HeLa Zellen wurden in 24-Well-Platten, bzw. 10 cm Kulturschalen, bis zur gewünsch-
ten Konfluenz inkubiert (siehe 4.2.1). Vor der Behandlung mit rekombinantem Prote-
in wurden die Zellen mit 1x D-PBS gewaschen. Anschließend wurde frisches Medium
mit 10-50µg/ml des jeweiligen rekombinantem Proteins hinzugegeben. Nach geeigneter
Inkubationszeit wurden die Zellen, je nach Fragestellung, für FACS-Analysen, Fluores-
zenzmikroskopie, Zellfraktionierung oder Zelllysate verwendet.
4.2.3 Zellfranktionierung von eukaryotischen Zellen
Die Zellfraktionierung ist eine Methode zur Trennung von löslichen, zytoplasmatischen
Proteinen von unlöslichen, Membrangebundenen Proteinen bei eukaryotischen Zellen [4].
Die Methode wurde in dieser Arbeit verwendet um die Zellpenetration von 2αH-Cif und
5xR-Cif zu überprüfen.
4 Methoden 30
Zwei konfluent bewachsene 10cm Zellkulturschalen wurden für 1h bis 14h mit rekom-
binantem Protein (Endkonzentration 10-30 µg/ml) in 5 ml frischem Medium inkubiert
(siehe 4.2.2). Nicht integrierte Proteine wurden anschließend durch dreimaliges Waschen
für je fünf Minuten in D-PBS/Ca2+/Mg2+ und einem Säurepuffer-Waschschritt (0,2 M
Glycin in PBS, pH2) entfernt. Anschließend wurden die Zellen der zwei Zellkulturschalen
zusammen in 1 ml Ultraschall-Lysepuffer aufgenommen. Daraufhin wurde die Zellsus-
pension zum Permeabilisieren der eukaryotischen Zellen im Ultraschallbad lysiert (Ul-
traschallwasserbad, 4 x 1 sec, Stufe 4, 4◦C) und anschließend zentrifugiert (106.000 x g ,
4◦C, 15 min). Durch die Permeabilisierung der Zellmembran und die hohen Zentrifugati-
onskräfte befanden sich nach der Zentrifugation die löslichen zytoplasmatischen Proteine
im Überstand, während die membrangebundenen Proteine zusammen mit Membranbe-
standteilen ein unlösliches Pellet bilden. Daher wurde nach der Zentrifugation der Über-
stand mit den gelösten zytoplasmatischen Proteinen abgenommen und in einem 1,5 ml
Eppendorfgefäß als „Zytoplasmatische Fraktion“ (CF) gesammelt. Das zurückbleibende
unlösliche Pellet wurde darauf einmal mit D-PBS gespült um verbleibenden Überstand
zu entfernen. Um eine noch sichere Trennung von zytoplasmatischen und membrange-
bundenen Proteinen zu erreichen, wurde das Pellet hiernach in D-PBS resuspendiert
und erneut zentrifugiert (106.000 x g, 4◦C, 15 min). Nach der Zentrifugation wurde der
Überstand, der gegebenenfalls noch restliche, lösliche zytoplasmatische Proteine ent-
hielt, verworfen. Das verbleibende Pellet wurde in 1ml Tritonpuffer aufgenommen und
für 30 min bei 4◦C in einem Über-Kopf-Schüttler inkubiert, um die membrangebundenen
Proteine von den Membranen zu trennen. Es folgte eine erneute Zentrifugation in der
Ultrazentrifuge (106.000 x g, 4◦c, 30 min). Der Überstand mit Triton X-100 löslichen
Membranproteinen wurde nun als „Membran-Fraktion“ (MF) gesammelt. Nachfolgend
wurden die gesammelten Fraktionen (CF und MF) mit TCA gefällt (siehe 4.4.4) und
durch „Western-Blotting“ (siehe 4.4.9) analysiert.
Ultraschall-Lysepuffer1 Tritonpuffer1
Tris-HCL, pH 7,6 50 mM Ultraschall-Lysepuffer 1 l
NaCl 150 mM Triton X-100 1%
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Glycerol 30%
NaVO4 0,4 mM
NaF 1 mM
4 Methoden 31
4.2.4 Fluoreszenzmikroskopie von eukaryotischen Zellen
Die Fluoreszenzmirkoskopie wurde in dieser Arbeit zum einen verwendet, um Cy3 mar-
kierte rekombinante Proteine in eukaryotischen Zellen nachzuweisen und zum anderen,
um morphologische Veränderungen von eukaryotischen Zellen nach Inkubation mit re-
kombinanten Proteinen zu untersuchen. Zusätzlich wurden Immunfluoreszenz-Untersuchungen
durchgeführt, die im Ergebnisteil jedoch nicht dargestellt werden.
Hierzu wurden Zellen in 24-Loch-Zellkulturplatten auf Deckgläschen kultiviert und
mit rekombinanten Proteinen inkubiert (siehe auch 4.2.2). Nach geeigneter Inkubations-
zeit wurden die Zellen für drei mal 5 Minuten in D-PBS/Mg2+/Ca2+ gewaschen, um
nicht integrierte Proteine zu entfernen. Gegebenenfalls erfolgte nun für fünf Minuten ein
Säure-Puffer-Waschschritt (0,2 M Glycin in PBS, pH2) mit gleichem Ziel. Anschließend
wurden die Zellen für 20 min mit 4% PFA(w/v) bei Raumtemperatur fixiert und erneut
für fünf Minuten mit D-PBS gewaschen. Darauf erfolgte das "Quenchen"mit 0,2% Glycin
für 20 Minuten, wieder gefolgt von einem fünf minütigen Waschschritt in D-PBS. Um
intrazellulär liegende Epitope für die Antikörper zugänglich zu machen, wurden die Zel-
len in 0,2% Triton X-100 für vier Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach
einem Waschschritt mit D-PBS wurden daraufhin die unspezifischen Bindungen durch
eine einstündige Inkubation in Blockierlösung abgesättigt. Auf diesen Schritt erfolgte
die einstündige Inkubation bei Raumtemperatur mit Primärantikörper (vgl. Tablle 3.5)
in der feuchten Kammer. Die Primärantikörper wurden hierzu in 1% BSA-DPBS (w/v)
verdünnt. Um nicht gebundene Primärantikörper zu entfernen, wurde anschließend für
drei Mal fünf Minuten mit D-PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundärantikör-
per erfolgte analog dem Vorgehen beim Primärantikörper. Gegebenenfalls wurde parallel
zur Sekundärantikörper-Inkubation F-Aktin mit Texas-Red-konjugiertem Phalloidin für
1h markiert. Die sich anschließende DNA Anfärbung zum Sichtbarmachen der Zellker-
ne, wurde durch den Farbstoff 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI vgl. Tabelle 3.6)
erreicht, wobei die Inkubationszeit 7,5 min bei Raumtemperatur betrug. Abschließend
wurden die Deckgläschen mit den Zellen noch dreimal für jeweils fünf Minuten mit D-
PBS gewaschen und mit „Fluorescent Mounting Medium“ der Firma Dako (Hamburg)
eingebettet. Nach dem Trocknen der Deckgläschen erfolgte die Analyse unter dem Fluo-
reszenzmikroskop, unter Verwendung entsprechender Filter. Die verwendeten Primär-
und Sekundärantikörper sowie die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe finden sich in Ka-
1Die Puffer wurden vor Gebrauch mit „Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail“ (CEPIC; 1
mM) der Firma Roche Biochemicals (Mannheim) komplementiert.
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pitel 3.5.
0,2%Triton X-100 0,2%Glycin
Triton X-100 200 µl Glycin 0,2 g
1 x D-PBS ad 100 ml 1 x D-PBS ad 100 ml
Blockierlösung 4%-PFA
Ziegenserum 5 ml Glycin 0,2 g
BSA 1 g 1 x D-PBS ad 100 ml
1 X D-PBS ad 100 ml
4.2.5 „Fluorescence Activated Cell Sorting“ (FACS)
Die FACS-Analyse wurde in dieser Arbeit verwendet, um den DNA-Gehalt von mit
rekombinanten Proteinen behandelten HeLa-Zellen zu bestimmen. Das verwendete Cy-
tometer stammt von BD Biosciences, Heidelberg.
Zur Bestimmung der Verteilung des DNA-Gehaltes einer HeLa-Zell Population wurden
die HeLa-Zellen mit Alfazym aus ihren Kulturschalen gelöst. Sie wurden daraufhin in ein
Falcon-Tube überführt und zentrifugiert ( 150 x g, 4◦C, 5 min). Der Überstand wurde
daraufhin abgenommen und die Zellen in 1x D-PBS resuspendiert. Dieser Waschsch-
schritt wurde insgesamt drei mal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der
Überstand abgenommen und die Zellen zur Fixation in -20◦C kalten 70 prozentigem
Ethanol resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin über Nacht bei 4◦C inkubiert. Am
nächsten Tag schloss sich ein erneuter Waschschritt mit PBS an. Anschließend wurden
die Zellen im Falcon-Röhrchen auf 1 ml mit PBS aufgefüllt. Darauf wurden die Zellen mit
RNase (Endkonzentration 50 µg/ml ) bei 37◦C für eine Stunde im Dunklen inkubiert. Es
folgte der DNA-Färbeschritt mit Propidiumiodid. Die Zellen wurden hierfür bei 4◦C für
fünf Minuten mit Propidiumidodid in einer Endkonzentration von 50 µg/ml im Dunkeln
inkubiert. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (1.040 x g, 5 min, 4◦ C). Der
überschüssige Überstand wurde abgenommen und die Zellen wurden der FACS-Analyse
zugeführt.
Bei der FACS-Analyse handelt es sich um eine spezielle Form der Durchflusszyto-
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metrie, bei der nicht nur die Größe und optische Dichte der Zellen, sondern auch die
Fluoreszenzintensität quantifiziert werden kann. Tote Zellen und zelluläre Bruchstücke
können Aufgrund von Unterschieden der Größe und zellulären Dichte von vitalen Zellen
unterschieden werden. Aufgrund dieser Fähigkeit kann der Messbereich so gewählt wer-
den, dass nur Zellen von Interesse erfasst werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Zytometer auf einen Bereich von 10.000 Zellen pro Messung eingestellt. Die Messdaten
wurden mit dem Programm CellQuest
TM
Pro (BD Biosciences, Heidelberg) ausgewertet.
4.3 Molekularbiologische Methoden
4.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse [6]. Anfangs wird bei dieser Methode die Gesamt-DNA durch starke Alkalisierung
der Lösung denaturiert. Bei der anschließenden Neutralisierung bildet die chromosomale
DNA ein Geflecht aus Einzelstrang- und Doppelstrangbereichen und präzipitiert. Die
Plasmid-DNA hingegen kann aufgrund ihrer „supercoiled“-Struktur wieder komplemen-
tär renaturieren. Aufgrund dieses unterschiedlichen Verhaltens kann die chromosomale
DNA durch Zentrifugation abgetrennt werden.
4.3.1.1 Plasmid-Minipräparation
Die Reinigung von Plasmid-DNA erfolgte mithilfe des „FavorPrepTMPlasmid DNA Mini
Extraction Kit“ der Firma Segenetic (Siehe Kapitel 3.6). Die Plasmid-Minipräparation
folgte mit leichten Abweichungen den Angaben des Herstellers und ist im Folgenden
genauer beschrieben.
Zur Isolierung aus E. coli wurden 5 ml einer Übernachtkultur für 20 min bei 4◦C und
3.800 x g abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 500 µl FADP
1 Puffer (+RNAse) resuspendiert und in ein 2 ml Eppendorfgefäß gegeben. Die alkalische
Lyse erfolgte durch Zugabe von 500 µl FADP 2 Puffer, wiederholtes Invertieren und
zweiminütiger Inkubation bei Raumtemperatur. Nach der Bildung eines viskösen Lysats
wurde dieses durch Zugabe von 350 µl FADP 3 Puffer neutralisiert. Die anschließende
Zentrifugation (18.400 x g, 10 min, RT) bewirkte eine Trennung der löslichen Plasmid-
DNA von den übrigen Zellbestandteilen. Der klare Überstand wurde auf ein FADP-
Bindesäulchen überführt und zentrifugiert (6.000 x g, 30 sec, RT). Hierdurch wurde die
Plasmid DNA an die Matrix des Säulchens gebunden. Darauf wurde das Säulchen mit
400 µl Waschpuffer 1 gewaschen und für 30 sec. bei 6.000 x g und Raumtemperatur
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zentrifugiert. Es folgte ein analoger Waschschritt mit 600 µl Waschpuffer 2 und ein
zusätzlicher Trockenschritt (18.400 x g, 3 min, RT). Abschließend erfolgte die Elution
der Plasmid-DNA durch Zugabe von 50µl Elutionspuffer, fünf minütiger Inkubation, und
abschließender Zentrifugation (18.400 x g, 2min, RT).
4.3.1.2 Plasmid-Midipräparation
Zur Isolierung von Plasmid-DNA im präparativen Maßstab kam das „NucleoBond R©Xtra
Midi Kit“ der Firma Macherey-Nagel (vgl. Tab. 3.7) zum Einsatz, welches ebenfalls auf
dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht. Die Präparation erfolgte nach Angaben des
Herstellers.
4.3.2 Polymerasekettenreaktion
Die Polymerasekettenreaktion („Polymerase Chain Reaction“, PCR) ist eine Methode
zur Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen in vitro. Schon kleinste Mengen DNA
lassen sich mit dieser Methode eindeutig nachweisen und vervielfältigen [61, 83].
Für eine PCR werden benötigt: Eine DNA-Matrize (Template), eine thermostabile
DNA-Polymerase, zwei Primer und dNTPs. Eine PCR umfasst in der Regel 20-40 Zyklen.
Jeder Zyklus besteht dabei aus drei Schritten, die bei unterschiedlichen Temperaturen
ablaufen (Siehe Abbildung 4.2).
• Denaturierung: Zunächst wird die Matrizen-DNA durch Hitze denaturiert und
in Einzelstränge aufgetrennt.
• Annealing (=Hybridisierung der Primer): Die im Überschuss zugegebenen
Primer lagern sich bei einer für die Oligonucleotide spezifischen „Annealing“-Tem-
peratur (TM) an die Enden der für sie spezifischen Ziel-Sequen auf dem Template
an.
• DNA-Synthese: Darauffolgend wird die Temperatur wieder bis zum Tempera-
turoptimum der eingesetzten DNA-Polymerase erhöht. Dies führt zu einer von
den Primern ausgehende Elongation des gewünschten DNA-Abschnitts. Für diesen
Schritt werden auch die im Ansatz im Überschuss enthaltenen dNTPs benötigt.
Nachdem durch Verlängerung der Primer neue DNA-Doppelstränge entstanden
sind, folgt ein neuer Zyklus, wobei unter optimalen Bedingungen jeweils mit ei-
ner Verdopplung der gewünschten DNA-Sequenz zu rechnen ist. Bei 20-40 Zyklen
entspricht das einer Vervielfältigung um den Faktor 220 - 240 (=106 - 1012).
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In dieser Arbeit wurden die Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus und die Phusion-
DNA-Polymerase der Firma Finnzymes (Keilaranta) verwendet (Siehe Kapitel 3.4). Die
Phusion-Polymerase besitzt eine hohe 5’-3’ Polymerase-Aktivität (1000 bp in 15-30 sec)
und außerdem eine Exonuklease-Aktivität („Proofreading“-Funktion). Sie ist daher be-
sonders gut für eine schnelle und hochwertige Amplifizierung von vor allem großen DNA-
Fragmenten geeignet.
Die verwendeten Oligonucleotide waren 30 bis 48 Nukleotide lang (vgl. Tabelle 3.3)
und besitzen einen ausgeglichenen GC/AT-Gehalt.
Abbildung 4.1: Prinzip der PCR: a) Schritt 1: Forward- und Reverse-Primer werden
an denaturierte DNA hybridisiert. Schritt 2: Taq-DNA-Polymerase synthetisiert Komple-
mentärstränge. Schritt 3: Denaturierung, erneute Hybridisierung von Oligonucleotiden und
Komplementärstrang-Synthese.
b) Zunahme der Syntheseprodukte. (Modifiziert nach Knippers [40]).
4 Methoden 36
4.3.2.1 Klonierung von PCR-Produkten über Restriktionsschnittstellen
Zur Klonierung von PCR-Produkten können an den 5´-Enden der „Primer“ Restrikti-
onsschnittstellen angefügt werden. Da die meisten Resitriktionsendonukleasen neben den
spezifischen Erkennungssequenzen weitere Basen benötigen, um ihre optimal Aktivität
zu entfalten, können auf diese Weise auch weitere, zur „Template-DNA“ nicht homolo-
ge Sequenzen, in die „Primer“ integriert werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die
homologen Bereiche der „Primer“ entsprechend mitverlängert werden, um die Spezifität
der PCR zu gewährleisten.
Die PCR-Fragmente konnten später mit den entsprechenden Restriktionsendonuklea-
sen restringiert werden und anschließend mit Plasmiden ligiert werden, die mit den
gleichen Enzymen restringiert wurden.
4.3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA
Für weiterführende Arbeiten, wie Restriktion oder Ligation von DNA, ist es notwendig
die Konzentration der Nukleinsäure-Lösung zu bestimmen.
Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA-Proben erfolgte photome-
trisch. Die photometrische Konzentrationsbestimmung ist möglich, da die DNA-Konzen-
tration in Lösungen proportional zu der von ihr absorbierten UV-Strahlung ist. Hier-
bei entspricht eine Absorption von 1,0 bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm einer
DNA/RNA-Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA [18]. Um Verunreini-
gungen durch Proteine zu erkennen, wird der Quotient der Absorption bei 260 nm und
280 nm ermittelt, da Proteine eine maximale Absorption bei 280 nm aufweisen. Bei
einer reinen oder nur geringfügig verunreinigten DNA-Lösung nimmt das Verhältnis
OD260/OD280 einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 ein. Verunreinigung der DNA-Lösung
mit Proteinen führen zu einem niedrigerem Verhältnis.
Die Absorptionsmessungen erfolgten in Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 1
cm. Die Absorption bei 260 nm und 280 nm der mit Aqua dest. verdünnten DNA/RNA-
Lösung wurde dabei gegen einen Nullwert aus Aqua dest. bestimmt.
4.3.4 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse
Alle in dieser Arbeit erfolgten DNA-Sequenzierungen wurden durch die Firma Seqlab
(Göttingen) durchgeführt. Die Sequenzanalysen erfolgten mit der Software MacVektor
(Accelrys, Cambridge, UK).
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4.3.5 Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten
Das Prinzip der gelelektrophoretischen Trennung von DNA Fragmenten beruht dar-
auf, dass die Phosphatgruppen im Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA negativ geladen
sind. Im elektrischen Feld wandern DNA-Fragmente von daher in Richtung der Anode.
Für die Auftrennung der DNA-Fragmente ist nun das Agarosegel verantwortlich. Die
Agarosepolymere im Gel bilden Poren, die man sich als „Sieb“ vorstellen kann. Große
DNA-Fragmente können nur langsamer durch die Agarose wandern als kleine. Die Wan-
dergeschwindigkeit ist dabei antiproportional zum Logarithmus der Größe. Von daher
resultiert eine Auftrennung nach Größe im Agarosegel.
Variablen, welche die Wandergeschwindigkeit beeinflussen, sind die angelegte Span-
nung, die Pufferbedingungen und die Agarosekonzentration und damit die Porengröße
des Gels. Die Konzentration des verwendeten Agarosegels wird in Abhängigkeit von der
Größe der zu trennenden DNA gewählt. Mit zunehmender Größe der DNA-Fragmente
wurden, in dieser Arbeit, geringer konzentrierte Agarosegele eingesetzt, da dies in einer
besseren Auftrennung großer DNA-Fragmente und kürzeren Laufzeiten resultiert. Für
eine optimale Auftrennung wurden Agarosegele mit Konzentrationen zwischen 1% und
2% verwendet.
Zur Herstellung von Agarosegelen wurde eine entsprechende Menge Agarose zu 1x
TAE-Puffer [3] gegeben, durch Erhitzen in der Mikrowelle gelöst und anschließend in
eine Gelkammer gegossen. In der Gelkammer waren Gelkämme eingesetzt um so Aus-
sparungen im Gel für das spätere Auftragen von Proben zu erhalten. Nach Erstarren
des Gels wurde es in eine Elektrophoresekammer gegeben und mit 1x TAE Puffer über-
schichtet. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden DNA Proben mit 1/6 Volumen 6x
Ladepuffer versetzt und anschließend in die Geltaschen pipettiert. Die Trennung der
Fragmente erfolgte bei 90-120 V für 1,5 bis 2h.
Um die DNA-Banden nach dem Lauf sichtbar zu machen, wurde das Gel, und damit
die darin enthaltene DNA, für circa 10 bis 20 min in einem Ethidiumbromidbad gefärbt.
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der doppelsträngigen DNA und entwi-
ckelt bei Bestrahlung mit UV-Licht (312nm) eine Eigenfluoreszenz. Durch Vergleich mit
einem DNA-Größenmarker, der mit den DNA-Proben im Gel mitgelaufen lassen wur-
de, können die Fragmentgrößen in den Proben abgeschätzt werden. Zur Dokumentation
wurde das auf einem UV-Transilluminator liegende Gel fotografiert.
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TAE-Puffer (50x) Gel-Lade-Puffer (6x „Loading-Dye“)
Tris-Base 242 g Bromphenolblau 0,25%
Essigsäure 57,1 g Saccharose 40%
EDTA 57,2 g EDTA 20 mM
ad 1.000 ml Aqua dest. pH 8,3
TAE-Puffer (1x) 1 kb DNA-Ladder
TAE-Puffer (50x) 200 ml 1 kb DNA-Ladder Master-Mix 50 µl
ad 10 l Aqua dest. TE-Puffer 17 µl
6 x Loading-Dye 13 µl
4.3.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Das Prinzip der Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen beruht auf der Bin-
dung von DNA an eine Silika-Matrix in Gegenwart von hohen Konzentrationen an
chaotropen Salzen und Elution der DNA bei Niedrig-Salz-Bedingungen in leicht alkali-
schem Medium [82]. Für die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das
„FavorPrepTMGel/PCR Purification Kit“ der Firma Segenetic (vgl. Tabelle 3.7) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die einzelnen Schritte sind unten aufgeführt.
Zuerst wurde das durch Ethidiumbromid-Färbung sichtbar gewordene DNA-Fragment
durch Ausschneiden des entsprechenden Gelstücks (max. 300mg) isoliert. Das Gelstück
wurde nun zusammen mit 500 µl DF-Puffer in ein Eppendorfgefäß überführt, gevortext
und bei 55-50◦C bis zur vollständigen Auflösung des Gels für 10-15 min inkubiert. An-
schließend wurden 800 µl dieser Lösung auf ein Bindesäulchen überführt und die DNA
durch Zentrifugation (15.900 x g, 30 sec) an die Säulenmatrix gebunden. Danach folgte
das Waschen der Säulenmatrix mit 700 µl Waschpuffer (15.900 x g, 30 sec)und anschlie-
ßendem Trockenschritt (15.900 x g, 3 min). Die abschließende Elution der DNA erfolgte
durch die Zugabe von 25 µl Elutionspuffer, 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur
und einem letzten Zentrifugationsschritt (15.900 x g, 2min).
4.3.7 Restriktion von DNA
Als Restriktion wird der enzymatische Abbau von DNA durch Endonukleasen bezeich-
net. Aufgrund der Spezifität der Endonukleasen, kann die Restriktion zur Charakterisie-
rung und Identifizierung von doppelsträngigen DNA-Molekülen herangezogen werden.
Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen sind bakteriellen Ursprungs und spalten die
Phosphodiesterbindungen der DNA zwischen zwei benachbarten Nukleotiden in beiden
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Strängen. Von den in der Molekulargenetik verwendeten Endonukleasen der Klasse II
werden selektiv palindromische Sequenzen mit einer Länge von 4-8 Basenpaaren erkannt.
Auch die hydrolytische Spaltung erfolgt meist in diesen palindromischen Sequenzen. bei
der hydrolytischen Spaltung können entweder Fragmente mit glatten Enden (“blunt
ends“) oder Fragmente mit überstehenden 5’- oder 3’-Enden („sticky ends“) entstehen
[48].
Für den Verdau wurde pro µg DNA eine Unit Restriktionsenzym eingesetzt. Eine
Unit (U) ist dabei definiert als die Menge eines Restriktionsenzyms, der µg DNA pro
Stunde an der entsprechenden Stelle schneidet. Um optimale Reaktionsbedingungen für
die Restriktionsenzyme sicherzustellen wurden die Reaktionen mit geeigneten Puffern
aus dem „Five Buffer Plus System“ der Fimra MBI Fermentas (St. Leon-Roth) durchge-
führt. Der Restriktionsverdau erfolgte bei 37◦C über Nacht. Im folgenden eine allgemeine
Aufstellung für den Restriktionsansatz.
Komponente Menge pro Ansatz
DNA-Lösung x µl (0,1-1 µg)
Puffer (10x) 2 µl
Enzym y µl (1 U)
Aqua dest ad 20 µl
4.3.8 Ligation von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente, die nach Restriktion entweder komplementäre kohäsive oder glatte
Enden (siehe 4.3.7) besitzen, können durch Ligasen verbunden werden. Die Ligasen ka-
talysieren dabei die Herstellung einer Phosphodiester-Bindung zwischen einer 3’-OH
Gruppen und einer freien 5’-Phosphatgruppe unter ATP verbrauch. Die Ligation von
DNA Fragmenten wird vorrangig dafür eingesetzt, gleich geschnittene Insert-DNA und
Plasmid-DNA zu einem rekombinanten Plasmid zusammenzufügen.
Die Ligationsansätze wurden in einem Gesamtvolumen von 20µl angesetzt. Die re-
stringierte „Insert“-DNA und der geschnittene Vektor wurden dabei in einem molaren
Verhältnis von 5:1 verwendet. Zusätzlich wurden 1µl T4-DNA-Ligase (60U), 2µl Liga-
tionspuffer und 10mM ATP verwendet. Der Ansatz wurde abschließend mit Aqua dest.
auf 20µl aufgefüllt und Übernacht bei 4◦C inkubiert.
4.3.9 Transformation von Bakterien
Unter einer Transformation versteht man das Einbringen von DNA aus einem Spenderor-
ganismus in einen für die DNA-Aufnahme kompetenten Empfängerorganismus [84]. Mit
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einigen Ausnahmen, wie z.B. Bacillus subtilis [2], sind die meisten Empfängerorganismen
nicht natürlich kompetent und müssen für die Aufnahme von Fremd-DNA durch vorhe-
rige Behandlung dazu befähigt werden (siehe 4.3.9.1). Die Selektion auf transformierte
Bakterien erfolgt üblicherweise durch das Vermitteln von Antibiotikaresistenzen durch
die Transformation. Die Transformation wird meist dazu eingesetzt, Plasmide in einem
Empfängerstamm für spätere Plasmid-Präparationen zu replizieren (Klonierung). Die
exprimierten Genprodukte können isoliert oder deren pänotypischen Einflüsse analysiert
werden.
4.3.9.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli
Damit es bei der Elektroporation nicht zu einem Kurzschluss kommt, müssen die DNA-
und Bakterienlösung möglichst salzfrei sein. Die Bakterien müssen also zuerst „elektro-
kompetent“ gemacht werden.
Dazu wurden 100 ml Standard-I-Medium in einer Verdünnung von 1:100 mit einer
Übernachtkultur der entsprechenden Bakterien beimpft und bei 37◦C, 180rpm bis zu
einer OD600 von 0,6-0,8 kultiviert. Daraufhin erfolgte eine 15-minütige Inkubation auf Eis
mit anschließender Zentrifugation (20min, 2500xg, 2◦C) um die Zellen zu pelletieren. Das
Pellet wurde in 40ml eiskaltem Aqua dest. resuspendiert und unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Nach Wiederholung des Waschschrittes wurde das Pellet in 20ml eiskaltem
Glycerin (10%(v/v)) resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Abschließend wurden die Zellen in 1ml Glycerin (10% (v/v)) aufgenommen und in 100
µl Aliquots bei -70◦C gelagert.
4.3.9.2 Transformation durch Elektroporation
Die Elektroporation ist eine effektive Methode zur Transformation verschiedenster Bak-
terienspezies. Bei der Elektroporation werden die Zellmembranen der Empfängerzellen
kurzzeitig durch einen Spannungspuls für hochmolekulare Stoffe, wie z.B. DNA durch-
lässig. Fremd-DNA kann so in Bakterienzellen eingebracht werden [12, 20].
Zur Elektroporation wurde ein Aliquot elektrokompetenter E. coli (siehe 4.3.9.1) auf
Eis aufgetaut, mit 10 µl DNA-Lösung (10 pg/ml bis 7,5 µg/ml) vermischt und in ei-
ne vorgekühlte Elektroporationsküvette (Spaltdurchmesser 2mm) gegeben. Die Küvette
wurde daraufhin im Elektroporationsgerät (Equibio) einem Strompuls (2500 V, 25 µF,
200 Ω) ausgesetzt. Daraufhin wurde die Bakteriensuspension in 1 ml Standard-I-Medium
aufgenommen, in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und für 1 h (37◦C, 180 U/min)
zur phänotypischen Expression inkubiert. Anschließend wurde die Bakteriensuspension
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abzentrifugiert (4.600 x g, 1 min, RT) und der Überstand, bis auf einen kleinen Rest, ver-
worfen. Die wieder resuspendierten Bakterien wurden daraufhin auf Standard-I-Platten,
mit entsprechenden Antibiotika zu Selektion, ausgestrichen und über Nacht bei 37◦C
inkubiert.
4.3.10 Transfektion von eukaryotischen Zellen
Das Einschleusen von fremder DNA oder DNA-Konstrukten in eukaryonte Zellen wird als
Transfektion bezeichnet [11]. Für Transfektionen wurde in dieser Arbeit das „Effectene
Transfection Reagent“-Kit der Frima Qiagen (Hilden) verwendet. Die Transfektion wurde
nach Angaben des Herstellers durchgeführt.
Abbildung 4.2: Transfektion mit dem „Effectene Transfection Reagent“-Kit.
Zur Erläuterung der einzelnen Schritte siehe Text. (Die Abbildung wurde aus dem
Effectene R© Transfection Reagent Handbook(Qiagen, Hilden) entnommen)
Im ersten Schritt wurde eine zu 60% konfluente, mit HeLa-Zellen bewachsene, 60 mm
Zellkulturschale mit PBS (mit Ca2+/Mg2+) gewaschen und 4 ml neues Medium hinzu-
gegeben. Für die Transfektion wurde 2 µg Vektor verwendet. Die 2 µg Vektor, die sich in
einem 1,5 ml Eppendorf Gefäß befanden, wurden mit „Buffer EC“ auf 150 µl aufüllt. An-
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schließend wurde 16 µl „Enhancer“ hinzugegeben und die Lösung nach kurzem Vortexen
für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden 50 µl „Effectene Transfec-
tion Reagent“ hinzugegeben, erneut kurz gevortext, und für 8 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die zu transfizierenden Plasmide in der Transfektionslösungen wurden dann
in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen und tröpfchenweise auf die Zellkulturschale ge-
geben. Hiernach wurden die Zellen für 6h bei 37◦C und 5% CO2-Partialdruck inkubiert
(siehe 4.2.1) und anschließend das Medium gewechselt. Die Zellen wurden anschließend
für bis zu 48h weiter wachsen gelassen bevor sie analysiert wurden.
4.4 Proteinbiochemische Methoden
4.4.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten
Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden 1 ml Bakterienkultur in 1,5 ml Eppen-
dorfgefäßen bei 15.900 x g für 2 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen
und das Pellet mit 100 µl 4 x SDS-Probenpuffer versetzt und anschließend für 10 min bei
95◦C gekocht. Daraufhin konnten die Proben durch SDS-PAGE (siehe 4.4.7) analysiert
oder bei 4◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.
4.4.2 Herstellung von Gesamtzelllysaten eukaryotischer Zellen
Zur Untersuchung der p21-Level in HeLa-Zellen nach Behandlung mit Apicidin oder
Infektion mit geeigneten E. coli Stämmen wurden Gesamtzelllysate hergestellt. Hier-
zu wurden HeLa-Zellen nach erfolgter Inkubation oder Infektion auf Eis gelagert und
dreimal mit eiskaltem PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gewaschen. Anschließend wurden die
Zellen mit 3 ml Trypsin versetzt und für 5 Minuten im Brutschrank bei 37◦C inkubiert.
Die gelösten Zellen wurden daraufhin in ein Falcontube aufgenommen und zentrifuiert
(150 x g, 4◦C, 4 min). Der Überstand wurde daraufhin verworfen und das Zellpellet in
PBS gewaschen. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingun-
gen. Der Waschvorgang mit PBS wurde insgesamt 3x wiederholt. Daraufhin wurden die
Zellen in mit Protesase-Inhibitor (HaltTMProtease Inhibitor Cocktail, Thermo Scienti-
fic) versetztem Lysispuffer resuspendiert. Nach anschließender Zentrifugation wurde der
Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt und konnte zur weiteren Analyse ver-
wendet werden.
Alternativ wurden die Zellen zur Herstellung von Zelllysaten schon in der Zelkultur-
schale 3 Mal mit eiskaltem PBS (mit Ca2+ und Mg2+) gewaschen und in mit t-Inhibitor
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versetztem Lysispuffer, mit Hilfe eines Zellschabers, geerntet. Nun wurden aus dem Zel-
lysat die Proteine mit Hilfe von TCA gefällt (siehe 4.4.4) und anschließend weiter analy-
siert. Diese alternative Methode wurde eingesetzt, um eine höhere Proteinkonzentration
zu erreichen.
Lysispuffer
Tris, pH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
EGTA 1mM
Triton-X-100 1%
4.4.3 Expression und Reinigung von rekombinanten Proteinen
4.4.3.1 Expression von rekombinanten Proteinen in Bakterien
Zur schnellen Herstellung rekombinanter Proteine kann man diese in Bakterien heterolog
exprimieren lassen. Hierzu wird das Gen des betreffenden Proteins in einen Expressions-
vektor kloniert und in entsprechende Bakterien durch Transformation eingebracht (siehe
4.3.9). Durch Aktivierung des für das Gen zuständigen Promotors kann das Gen zur
Expression gebracht werden und damit das rekombinante Protein hergestellt werden.
Als Expressionsvektor wurde in dieser Arbeit das Plasmid pET24b(+) verwendet.
Dieser Expressionsvektor ermöglicht die Expression von Proteinen mit C-terminalen
6xHIS-“tag“. Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide (vgl. Tabelle 3.2)
sind Derivate dieses Expressionsvektors.
Beim Expressionsvektor pET24b(+) unterliegt die Kontrolle der in das Plasmid klo-
nierten Gene dem T7lac-Promotor, welcher durch die T7 RNA-Polymerase erkannt
wird. Die Transkription erfolgt daher nur in Bakterienstämmen die das Gen für die T7
RNA-Polymerase tragen, wie der in dieser Arbeit verwendete Expressionsstamm E. coli
BL21(DE3). Durch IPTG-Induktion kann, bei E. coli BL21(DE3), indirekt über mehrere
Regulationsmechanismen die Expression des klonierten Genes gestartet werden.
Zur Expression rekombinanter Proteine wurde eine Übernachtkultur E. coli BL21(DE3),
die das entsprechende Plasmid trägt, angelegt. 400 ml Hauptkultur wurden 1:100 mit
der Übernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5 - 0,6 bei 37◦C und 180
U/min inkubiert. Daraufhin wurde der Hauptkultur IPTG mit einer Konzentration von
0,1-1mM hinzugefügt, um die Induktion der Expression zu starten und für weitere 3-4h
inkubiert. Es folgte die Zellernte durch Zentrifugation (4.420 x g, 20 min, 4◦C). Das
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Bakterienpellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei −20 ◦C eingefroren. Vor der
Induktion mit IPTG wurden 2 ml der Hauptkultur entnommen und ebenfalls für 3-4
Stunden, ohne die Zugabe von IPTG, weiterinkubiert. Kurz vor der Zellernte wurden
1 ml der induzierten, und 1 ml der nicht induzierten Hauptkultur entnommen und für
die Gewinnung von Gesamtzellextrakten verwendet. Alle in dieser Methode verwendeten
Flüssigkulturen wurden in Standard-I-Medium mit 50µg/ml Kanamycin angelegt.
4.4.3.2 Herstellung von bakteriellen Zelllysaten
Das unten beschriebene Reinigungsprotokoll wurde am Anfang der Arbeit verwendet
um rekombinantes Protein zu isolieren. Allerdings wurden die im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten rekombinanten Proteine als Einschlusskörper („inclusion bodies“) in den
Bakterienzellen abgelegt, so dass sich mit dem unten aufgeführten Reinigungsprotokoll
kein rekombinantes Protein gewinnen ließ. Das Reinigungsprotokoll wurde im Rahmen
dieser Arbeit modifiziert. Die Modifikationen und das letzendliche Reinigungsprotokoll
finden sich im Ergebnisteil im Kapitel 5.2.2.
Das Bakterienpellet aus 4.4.3.1 wurde auf Eis aufgetaut und in 10 ml Lysispuffer re-
suspendiert. Der Aufschluss der Bakterienzellen erfolgt mithilfe eines Ultraschallhomo-
genisators (Branson Sonifier 250; 4 x 30 sek, Stufe 5, 50% Zyklus, 45 sec Pause zwischen
den Durchgängen). Anschließend erfolgte die Trennung des Rohextraktes von Membran-
bestandteilen durch Zentrifugation (12.100 x g, 20 min, 4◦C)
Lysispuffer
Tris-HCL pH 8,0 50 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM
Glycerin 10%
Triton X-100 0,1 %
4.4.3.3 Reinigung rekombinanter Proteine durch Affinitätschromatographie
Für die Reinigung der rekombinanten Proteine wurde die immobilisierende Nickelchelat-
Affinitätschromatographie [35, 58] mit Hilfe des Säulenmaterial Ni-NTA-Superflow (Qia-
gen, Hilden) eingesetzt. Bei dieser Methode besteht das Säulenmaterial aus Partikeln ei-
ner hochgradig quervernetzten Agarosematrix, an die Nitriolessigsäure (NTA) gekoppelt
ist. Die NTA komplexiert dabei vier von sechs Koordinationsstellen eines Nickel-Ions.
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Die restlichen Koordinationsstellen stehen für die Bindung von deprotonierten Histidin-
Resten des 6xHis-“tag“ zur Verfügung. Die Bindung der Histidin-Reste an das Nickel-Ion
kann durch Protonierung der Histidin-Reste oder durch Zugabe von konkurrierenden
Zink-Liganden (z.B. Imidazol) gelöst werden.
Die Reinigung wurde nach dem Protokoll aus dem Handbuch „QIAexpress R© Deteci-
ton and Assay Handbook“ (Qiagen, Hilden) durchgeführt. Das Rohextrakt aus 4.4.3.2
wurde mit 1 ml Ni-NTA-Superflow versetzt und für 45 Minuten bei 4◦C unter Rotation
inkubiert. Anschließend wurde die Matrix durch Zentrifugation (940 x g, 5 min, 4◦C)
sedimentiert und der Überstand abgenommen. Ein Teil des Überstands wurde aufbe-
wahrt, um ihn gegebenenfalls später analysieren zu können. Die Matrix wurde daraufhin
in 40 ml Waschpuffer resuspendiert und für 30 min bei 4◦C unter Rotation inkubiert.
Es erfolgte eine erneute Zentrifugation um die Matrix zu sedimentieren (940 x g, 5 min,
4◦C). Ein Teil des Überstandes des ersten Waschschritte wurde ebenfalls aufbewahrt, um
ihn gegebenenfalls später analysieren zu können. Der Waschschritt wurde insgesamt drei
Mal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Matrix in 5 ml Waschpuffer
resuspendiert und auf die Säule gegeben. Es folgte die Elution mit 4 ml Elutionspuffer.
Das Eluat wurde in 500 µl Aliqouts aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung bei
4◦C gelagert.
Waschpuffer Elutionspuffer
Tris-HCL pH 8,0 50 mM Tris-HCL pH 8,0 50 mM
NaCl 300 mM NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM Imidazol 200 mM
Glycerin 10% Glycerin 10%
Triton X-100 0,1 % Triton X-100 0,1 %
4.4.3.4 Dialyse und Konzentrierung von rekombinanten Proteinen
Nach Reinigung der Proteine (siehe 4.4.3.3) wurde die Reinheit der einzelnen Elutions-
fraktionen in Coomassie-Brilliant Blue gefärbten SDS-PAGE-Gelen begutachtet und die
Elutionsfraktionen mit der höchsten Reinheit vereinigt. Diese wurden in einen Dialyse-
schlauch (Roth, Karlsruhe) mit geeigneter Ausschlussgröße überführt und über Nacht bei
4◦C unter langsamen Rühren in 2l PBS dialysiert. Um die zumeist weiterhin recht hohen
Konzentrationen von Detergentien im Eluat zu reduzieren wurde das Eluat daraufhin
in einen Zentrifugalfilter (Centricons
TM
; Milipore, Eschborn) überführt und zentrifugiert
(3.800 x g, 2 min, 4◦C). Der abgepresste Überstand wurde durch PBS (ohne Ca2+ und
Mg2+) ersetzt. Dies wurde so lange wiederholt, bis die Konzentration von Detergentien
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im Eluat auf eine gewünschte Konzentration gesunken war. Anschließend wurden die
Proteine durch Zentrifugation im gleichen Zentrifugalfilter auf ein Endvolumen von 1-2
ml eingeengt.
4.4.4 Proteinfällung mit Trichloressigsäure
Zum Fällen von Proteinen wurde in dieser Arbeit Tricholoressigsäure (TCA) verwendet,
die Proteine unter denaturierenden Bedingungen fällt. Hierzu wurde die Proteinlösung
mit 100% (v/v) TCA im Verhältniss 1:10 (Endkonzentration 10% TCA) vermischt und
über Nacht bei 4◦C inkubiert. Anschließend wurde zum Pelletieren der Proteine der
Ansatz zentrifugiert (12.000 x g, 30 min, 4◦C) und das Pellet mit 10 ml 100% Ace-
ton gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (12.000 x g, 15 min, 4◦C),
nach dem von dem Proteinpellet vorsichtig der Acetonüberstand abgenommen wurde.
Daraufhin wurde das Pellet an der Luft getrocknet, in 50 µl 4 x SDS-Probenpuffer auf-
genommen und für 5-10 min bei 95◦C gekocht. Falls nötig wurde außerdem der pH der
Proben vor dem Aufkochen mit Ammoniumsulfat eingestellt. Sollte sich nach dem Ko-
chen noch nicht das ganze Pellet gelöst haben, wurden die Proben zusätzlich gevortext
oder über Nacht bei 4◦C unter Rotation inkubiert.
4.4.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Für die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde die Bradford-Methode verwen-
det [9]. Das verwendete Bradford-Reagenz („Coomassie brilliant blue“ G-250 in saurem
Milleu) hat in der Abwesenheit von Proteinen ein Absorptionsmaximum von 465 nm.
Interagiert der Farbstoff mit Proteinen, so verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf
595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm kann also als Maß für die Proteinkon-
zentration der Lösung dienen [62].
Für die Messung wurden Proben in 1x PBS 1:10 verdünnt und 30 µl der verdünnten
Probe mit 750 µl Coomassie-Reagenz sorgfältig vermischt. Nach zehnminütiger Inku-
bation wurde dann die Absorption bei 595 nm gemessen und die Proteinkonzentration
durch Vergleich mit einer Eichgrade, bestimmt. Die Eichgrade wurde zuvor mithilfe von
definierten BSA Konzentrationen erstellt. Als Leerwert wurde 1 x PBS verwendet.
4.4.6 Labeln von Proteinen mit Cy3
Rekombinante Proteine wurden mit Cy3 gelabelt um sie später in der Fluoreszenzmi-
kroskopie nachweisen zu können. Dazu wurden zu einem ml rekombinanten Protein in
einem, 1,5 ml Eppendorfgefäß, 1 M NaCO3 zugegeben. Dies führte zu einem Abfall des
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pH-Wertes im Eppendorfgefäß auf ca. 13. Der pH-Wert musst anschließend mit HCl auf
9 titriert werden. Der pH Wert der Probe wurde dazu immer wieder mit pH-Papier be-
stimmt. Anschließend wurde 10 µl Cy3 hinzugegeben und die Proteine für eine Stunde
bei Raumtemperatur auf dem Rotator inkubiert.
4.4.7 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese
Mithilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelktrophorese (SDS-PAGE) las-
sen sich Proteine nach ihrem Molekulargewicht auftrennen [43]. Da Proteine je nach
Aminosäurezusammensetzung unterschiedlich geladen sind, ist ihre Wandergeschwindig-
keit im elektrischen Feld im nativen Zustand nicht nur von ihrem Molekulargewicht,
sondern auch von den Ladungen der jeweiligen Aminosäuren abhängig. Deshalb werden
bei der SDS-PAGE die Proteine zunächst mit einem negativ geladenen Detergens, dem
Natriumdodecylsulfat, behandelt. Dieses Detergens bindet an die hydrophoben Bezir-
ke des Proteins, wobei das Molekül sich entfaltet und stark negative Ladungen erhält.
Werden die so behandelten Proteine anschließend auf einem Polyacrylamidgel der Elek-
trophorese unterzogen, so ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine nur zu ihrem
Molekulargewicht proportional, unabhängig von der ursprünglichen Ladung [46]. Zusätz-
lich werden die Proteine vor der Elektrophorese durch Hitzedenaturierung entfaltet und
Disulfidbrücken durch ß-Mercaptoethanol im Probenpuffer reduziert.
Durch das Mitführen von Proteinen bekannter Größe während der Elektrophorese
(Marker, siehe 3.7.2), lassen sich Eichkurven erstellen, mit deren Hilfe Molekulargewich-
te unbekannter Proteine bestimmt werden können. Dies wird durch die lineare Beziehung
zwischen dem Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und den relativen Wande-
rungsstrecken der SDS-Protein-Komplexe ermöglicht [15].
Die Auftrennung der Proteine bei der SDS-Page erfolgt in einem Polyacrylamid-
gel, welches ein dreidimensionales Geflecht aus Polyacrylamidketten darstellt, die durch
N,N’Methylenbisacrylamid quervernetzt werden. Je nach Konzentration der Reaktanden
kann das Geflecht unterschiedlich engmaschig sein. Bei dem Reaktionsmechanismus han-
delt es sich um eine radikale Polymerisation, welche durch Radikalbildner gestartet wird.
Als Radikalbildner wird Ammoniumperoxiddisulfat (APS) eingesetzt, welches schon bei
Zimmertemperatur in Peroxidradikale zerfällt. Um die Polymerasereaktion gleichmäßiger
ablaufen zu lassen, wird zusätzlich N, N, N’, N’-Tetramethyletyhlendiamin (TEMED),
ebenfalls ein Radikalblidner, zugegeben.
Minigele mit den Abmessungen 10 x 8 x 0,075 cm, wurden in einer Gelgießkammer
(Hofer Scientific Instruments, Freiburg) hergestellt. Die Gele bestanden aus zwei Schich-
ten, dem Sammelgel und dem Trenngel. Die eigentliche Auftrennung der Proben erfolgte
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im Trenngel. Das grobporige Sammelgel sorgt für eine einheitliche Probenfront vor ein-
tritt der Proben in das Trenngel.
Zunächst wurde ein Trenngel in der angegebenen Reihenfolge (siehe Tabelle 4.1) vor-
bereitet, zwischen die eingespannten Platten gegossen und mit 96% (v/v) Isopropanol,
zur Gewährleistung einer ebenen Grenzfläche, überschichtet. Nach dem Auspolymeri-
sieren wurde das Isopropanol abgegossen und das Trenngel mit der Sammelgellösung
überschichtet. Außerdem wurden Kämme als Aussparungen für die Geltaschen einge-
setzt. Nach Auspolymerisation des Sammelgels konnten die Gele in feuchtem Papier für
2-4 Wochen bei 4◦C gelagert werden.
Für die eigentliche Elektrophorese wurde das fertige Gel in eine vertikale, mit SDS-
Laufpuffer gefüllte, Gelelektrophoresekammer eingespannt. Die zu analysierenden Prote-
inproben wurden, wie oben erläutert, mit 1
4
Endvolumen 4 x SDS-Probenpuffer versetzt
und für 5-10 min im Wasserbad aufgekocht. Die Elektrophorese wurde bei 30mA durch-
geführt bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte.
Mischung T Mischung S
Tris-HCl 1 M, pH 8,8 900 ml Tris-HCl 1 M, pH 6,8 750 ml
EDTA 0,2 M 48 ml EDTA 0,2 M 48 ml
SDS 10% (w/v) 48 ml SDS 10% (w/v) 48 ml
Aqua dest. 4 ml Auqa dest. 4 ml
Laufpuffer 4 x SDS-Probenpuffer
Tris-HCl pH 8,8 25 mM Tris-HCl pH 6,8 62,5 mM
Gylcin 192 mM Glycerin 10% (v/v)
SDS 0,1 % (w/v) SDS 3% (w/v)
ß-Mercaptoethanol 8% (w/v)
Bromphenolblau 1 Spatelspitze
Acrylamid-Stammlösung
Acrylamid 30 g
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,8 g
Auqa dest. add 100 ml
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Tabelle 4.1: Zusammensetzung von 5 Minigelen unterschiedlicher Acrylamid-
konzentration
Stammlösungen Sammelgel Tenngele Trenngele Trenngele
5% 10% 12,5% 15%
30% Acrylamid (ml) 2 10 12,5 15
Mischung T (ml) - 7,5 7,5 7,5
Mischung S (ml) 2 - - -
Auqa dest. (ml) 7,9 12.5 10,5 7,5
10 % APS (µl) 180 330 330 330
TEMED (µl) 9 20 20 20
4.4.8 Färbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen
Die hintergrundfreie Anfärbung und gleichzeitige Fixierung von Proteinbanden in Poly-
acrylamidgelen erfolgt mit „Coomassie Brillian Blue“ nach Neuhoff [55]. Zur Färbung
wurden die Polyacrylamidgele zunächst für bis zu eine Stunde auf einem Kippschütt-
ler in Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde das Gel solange, wiederum auf dem
Kippschüttler, in Entfärbelösung gewaschen, bis alle Proteinbanden deutlich zu erkennen
waren. Zur langfristigen Aufbewahrung der Gele wurden diese gegebenenfalls für 1 h in
H2O gewaschen und dann im Vakuum-Geltrockner bei 80◦C für 90 min getrocknet. Die
Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 100-1000 ng.
Coomassie Brilliant Blue - Färbelösung Entfärbelösung
Coomassie Brilliant Blue R 250 3,3 mM Ethanol 10% (v/v)
Ethanol 50% Essigsäure 7% (v/v)
Essigsäure 50%
filtrieren
4.4.9 „Western Blot“ Analyse
Beim „Western-Blot“ werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus dem Polyacryl-
amid-Gel wiederum durch Elektrophorese auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen.
Die Proteine werden durch hydrophobische Wechselwirkungen auf der Membran immo-
bilisiert. Die auf der Oberfläche exponierten Proteine lassen sich nun durch spezifische
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Antikörper nachweisen [62].
4.4.9.1 „Semidry-Blotting“
Zur Übertragung der aufgetrennten Proteine aus Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose-
Membranen wurde die sogenannte „Semidry-Blotting“ Technik verwandt [42].
Hierzu wurden die Nitrozellulosemembran (PROTAN c© Nitrocellulose Transfer Mem-
rane, Whaman, Dassel) und die Whatman-Filterpapiere zunächst auf Gelgröße geschnit-
ten und in Transferpuffer eingelegt. In die Horizontalblotkammer wurden dann zu unterst
zwei Lagen Filterpapier gelegt, drauf die Membran, das Gel und darauf noch einmal zwei
Lagen Filterpapier. Es wurde darauf geachtet, dass der komplette Aufbau blasenfrei war.
Nach dem Schließen der Blotkammer mit der Kathodenplatte wurden die Proteine für
ca. 45 min bei 15 V transferiert.
Transferpuffer („Semidry“)
Tris-Base, pH 8 48mM
Gylcin 39mM
4.4.9.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen nach „Western Blotting“
Auf Nitrozellulose immobilisierte und exponierte Proteine können durch spezifische Pri-
mär-Antikörper erkannt werden. Durch Enzym-gekoppelte Sekundärantikörper können
die vom Primär-Antikörper erkannten Proteine dann sichtbar gemacht werden. Die De-
tektion erfolgt dabei über den Substratumsatz des konjugierten Enzyms. Eingesetzt wur-
den die Alkalische Phosphatase (AP), bei der ein farbiges Produkt präzipitiert, oder die
Peroxidase (PO), bei deren Einsatz eine Chemiluminszenz resultiert, die mit dem „Lu-
miImager“ oder einem Röntgenfilm aufgenommen werden kann. Diese Methode wird als
„Immunblotting“ bezeichnet
Zum „Immunoblotting“ wurde wie folgt vorgegangen (alle Schritte bei Raumtempe-
ratur und auf einem Kippschüttler): Als erstes wurde die die Proteine tragende Nitro-
zellulose-Membran für 1h in 5% Milchpuler in TBS, zum blockieren freier Proteinbin-
destellen, inkubiert. Anschließend wurde die Membran für drei mal fünf Minuten in
TBS gewaschen und dann für eine Stunde mit dem Primär-Antikörper in 0,5% Milch-
pulver/TBS inkubiert. Um unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen wurde die
Membran darauf für 3 x 5 min in 0,1% Tween 20 in TBS gewaschen. Die Inkubation mit
dem in TBS/0,5% Milchpulver verdünnten AP-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte
nun für 45 min. Nach dreimaligen Waschen in 0,1% Tween 20/TBS wurden die gebun-
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denen Sekundärantikörper durch Entwicklung der Membran in AP-Entwicklungslösung
detektiert. Abschließendes Waschen der membran in Aqua dest. stopte die Reaktion.
Alternativ zu den AP-gekoppelten Sekundärantikörper wurden auch Peroxidase-ge-
koppelter Sekundärantikörper verwendet. Wie oben beschrieben erzeugen diese gekop-
pelten Sekundärantikörper bei ihrem Substratumsatz eine Chemilumineszenz, die sich
im „Lumi-Imager“ oder mit Hilfe eines Röntgenfilms nachweisen lässt.
Wurde ein peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper verwendet, so wurde nach er-
folgter Inkubation mit dem Sekundärantikörper und anschließendem Waschen der Mem-
bran für eine Minute, mit dem Gemisch der Detektionsreagenzien (2 ml Lösung 1 +
2 ml Lösung 2) des ECL-Systems (Pierce) überschichtet. Die Chemilumineszenz wurde
anschließend mit dem „Lumi-Imager“ detektiert, wobei die Membran, in Abhängigkeit
von der Signalstärke der zu detektierenden Proteine, für 15 sec. bis 15 min aufgenommen
wurde.
Lösung 1:„Super Signal R© Chemiluminescent Substrate Stable Peroxidase Solution“
Lösung 2:„Super Signal R© Chemiluminescent Substrate Stable Luminol/Enhancer“
BCIP-Stammlösung NBT-Stammlösung
BCIP 500 mg NBT 500 mg
DMF (100%) ad 10 ml DMF (70%) ad 10 ml
AP-Puffer AP-Entwicklungslösung
NaCl 0,1 AP-Puffer 15 ml
MgCl2 5mM NBT-Lösung 50 µl
Tris-HCl, pH 9,5 01, M BCIP-Lösung 50 µl
4.4.9.3 Auswertung von „Western Blot“-Signalen durch den Lumi-Imager T1
Western Blots wurden mit dem Lumi-Imager T1 (Boehringer) entwickelt und die Inten-
sitäten der Signale durch die Lumi Analyst
TM
Software (Boehringer) ermittelt. Dieses
Programm ermöglicht es, Bereiche des Blots einzugrenzen und die Intensität der Signale
in relativen „Boehringer-Light Units“zu bestimmen.
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5 Ergebnisse
5.1 Identifizierung neuer cif -positiver E. coli Stämme
Wie schon in Kapitel 1.3 beschrieben, waren von 5.049 von Loukiadis et al. auf Cif
untersuchten E. coli Stämmen nur 115 positiv für Cif. Von diesen 115 konnten nur 66%
den für Cif typischen Phänotyp bei infizierten eukaryotischen Zellen hervorrufen, was
die hohe Mutationsrate des cif -Gens anzeigt [49]. Es war von daher in einem ersten
Schritt notwendig die für diese Arbeit zur Verfügung stehenden E. coli Stämme auf
das Vorhandensein des cif -Gens zu untersuchen. Zu einem späteren Zeitpunkt musste
dann geklärt werden, ob das Cif -Gen der positiv getesteten Stämme, besonders unter
Berücksichtigung der hohen Mutationsrate, mit dem in der Literatur beschriebenen cif -
Gen in der Sequenz übereinstimmt.
5.1.1 PCR zum Nachweis des cif -Gens bei verschiedenen E. coli Stämmen
Aus anderen Arbeiten der Arbeitsgruppe war Gesamt-DNA verschiedener E. coli-Stämme
vorhanden, die von Frau Ariane Liebchen zur Verfügung gestellt wurden. Die getesteten
Gesamt-DNA-Proben stammten alle samt aus klinischen Isolaten aus Brasilien. Um un-
ter den zur Verfügung stehenden Stämmen solche zu finden, die positiv für cif waren,
wurden die Stämme mittels PCR auf cif untersucht.
Untersucht wurden die klinischen Isolate (#27) O40:H21; (#33) Ont:H32; (#34)
Ont:H32. Zusätzlich der EPEC Prototyp 2384/69 und EHEC EDL 933. Es wurde für
die PCR die Primer-Paarung F-Cif(Nhe)/R-Cif(H3) verwendet (siehe Tabelle 3.3). Nach
abgeschlossener PCR wurden die PCR-Proben mit Hilfe der Gelelektrophorese getrennt
und nach Färbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht begutachtet.
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Abbildung 5.1: Identifizierung weiterer cif positiver E. coli Stämme.
PCR mit den E. coli Stämmen EPEC 2384/69; EHEC O40H:21 (#27); EAEC Ont:H32
(#33) ; EAEC Ont:H32 (#34) und EHEC EDL 933 und anschließender Analyse über ein
1,4% (w/v) Agarosegel. Das cif-Gen konnte in drei von fünf Stämmen nachgewiesen werden.
Spur M: Perfekt 100 bp + 1,5 kb DNA Ladder.
Wie in Abbildung 5.1 zu erkennen, konnte das cif -Gen bei den klinischen Isolaten
(#27) O40:H21; (#33) Ont:H32; (#34) Ont:H32, nachgewiesen werden. Es war vorher
nicht bekannt, dass diese Stämme das cif-Gen tragen.
5.1.2 Sequenzierung des cif -Gens aus E.Coli O145:H-
In der Arbeit von Marchès et al. 2003 konnte bei 12 E. coli Stämmen das cif -Gen
nachgewiesen werden. Allerdings konnten nur fünf dieser Stämme den für cif typischen
zytopathischen Effekt (CPE) hervorrufen. Das Fehlen des CPE konnte durch Mutationen
auf Aminosäure Ebene des cif -Gens der restlichen sieben Stämme erklärt werden [51].
Um eine Mutation des cif -Gens, des in dieser Arbeit verwendeten E. Coli Stammes
Ont:H32 (#33) auszuschließen, sollte eine Sequenzierung des cif-Gens dieses Stammes
durchgeführt werden.
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Die Sequenzierung, bei Seqlab (Göttingen) durchgeführt, ergab, dass dieser Stamm
nicht nur das komplette cif -Gen besitzt, sondern auch keine Unterschiede zur veröffent-
lichen Sequenz auf Aminosäureebene bestehen [51]. Lediglich auf der Nukleotidebene
zeigt sich eine Punktmutation an Position 721, die als stille Mutation aber keine Aus-
wirkung auf die Aminosäure-Sequenz hat. Während sich in der veröffentlichen Sequenz
an dieser Position ein Guanin befindet, findet sich hier bei dem klinischen Isolat Ont:H32
(#33) ein Adenosin . Es ergeben sich die Basentriplets GGG bzw. GGA. Beide kodieren
für die Aminosäure Glycin (Sequenz siehe Anhang) [51].
5.2 Klonierung und Expression von Cif, 2αH-Cif und 5xR-Cif
Das Protein Cif aus E. coli hat die Fähigkeit in eukaryotischen Zellen einen zytopath-
ischen Effekt auszulösen (siehe auch 1.3) [51]. Allerdings muss das Protein dazu durch
das T3SS der gram negativen Bakterien in die Zielzellen eingebracht werden. In der
vorliegenden Arbeit sollten Fusionsproteine bestehend aus Cif und der PTD von zwei
verschiedenen CPPs hergestellt und auf ihre Eigenschaften hin untersucht werden. Ein
besonderes Augenmerk sollte auf eine mögliche Autopenetration dieser Fusionsproteine
in eukaryotische Zellen gelegt werden. Als nächsten Schritt nach der Identifizierung der
cif positiven E. coli Stämme folgte nun die Klonierung und Expression von entsprechen-
den Fusionsproteinen.
5.2.1 Klonierung von Cif, 2αH-Cif und 5xR-Cif
Im Rahmen dieser Arbeit sollten neben den zwei Fusionsproteinen 2αH-Cif und 5xR-
Cif, zu Kontrollzwecken auch Cif aus E. coli O145:H- kloniert und exprimiert werden.
Hierfür wurden die Basen 4-845 von cif aus E. coli O145:H- mittels PCR amplifiziert,
wobei die Primer Schnittstellen für NheI, bzw. HindIII aufwiesen (siehe Kapitel 3.3).
Das PCR-Produkt, sowie der Expressionsvektor pET24b+ , wurden darauf hin mit den
Restriktionsenzymen NheI, sowie HindIII geschnitten und das cif Genfragment in den
Expressionsvektor ligiert.
Für das Fusionsprotein 5xR-Cif wurde analog vorgegangen. Allerdings bringt der ver-
wendete Primer F-Cif(5xR) zusätzlich fünf Arginine ein (siehe Tabelle 3.3).
Für das Fusionsprotein 2αH-Cif konnte auf das bereits fertiggestellte Plasmid pET2αH
zurückgegriffen werden. Das Plasmid, sowie das Cif-Genfragment, wurden in diesem Falle
mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIII geschnitten und das Genfragment
anschließend in das Plasmid ligiert.
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5.2.2 Expression und Isolierung von Cif, 2αH-Cif und 5xR-Cif
Die Expression der Proteine erfolgte in E. coli BL21 (DE3) Stämmen unter IPTG In-
duktion (siehe 4.4.3.1). Allerdings kam es unter dem Standard-Protokoll (siehe Kapitel
4.4.3) zur Bildung von Einschlusskörpern, so dass das Verfahren zur Expression und
anschließenden Isolierung der Proteine modifiziert werden musste.
Um trotz der Bildung von Einschlusskörperchen rekombinantes Protein zu gewinnen,
sind prinzipiell zwei Vorgehen möglich. Zum einen kann der Anteil von im Zytoplasma
gelöstem Protein durch verschiedene Faktoren während der Induktion erhöht werden.
Dazu gehören unter anderem die Zugabe von kompatiblen Soluten und das verwendete
Medium, aber auch eine Modifikation der IPTG Konzentration und der Temperatur.
Zum anderen kann versucht werden, Protein aus den Einschlusskörperchen selbst zu
gewinnen. Klassischerweise werden die Proteine in den Einschlusskörperchen dazu dena-
turiert, isoliert und anschließend wieder zurückgefaltet. Dieser Prozess ist allerdings sehr
ineffizient. Außerdem muss das Vorgehen für jeden speziellen Fall angepasst werden, was
den Prozess sehr arbeitsaufwendig macht [64, 56, 7, 60]. Lange Zeit war die Meinung ver-
breitet, dass alle Proteine in Einschlusskörpern fehlgefaltet und biologisch inaktiv sind.
In letzter Zeit konnte aber beobachtet werden, dass es häufig auch so genannte „nicht
klassische Einschlusskörper“ gibt. In diesen liegen Teile der Proteine korrekt gefaltet
und biologisch aktiv vor. Besonders interessant an ihnen ist, dass sich aus ihnen korrekt
gefaltetes Protein durch den Einsatz von milden Detergenzien, ohne die Notwendigkeit
von Denaturierung und Renaturierung, gewinnen lässt [57].
5.2.2.1 Modifizierung der Expression von Cif-Proteinen
Zunächst sollte versucht werden die Entstehung von Einschlusskörpern zu verhindern,
bzw. den Anteil der im Zytoplasma gelösten Proteine soweit zu erhöhen, dass keine
speziellen Methoden zur Isolierung notwendig sind.
Der Anteil von löslichen Protein lässt sich durch die Zugabe von kompatiblen Soluten
erhöhen [7]. Kompatibel Solute sind kleine organische Verbindungen, die als Osmolyte
wirken, sich aber nicht störend auf zelluläre Prozesse auswirken. Sie werden von vielen
Organismen verwendet um sich in hyperosmolaren Umgebungen vor zu hohen intrazel-
lulären Salzkonzentrationen zu schützen [41]. In dieser Arbeit wurde als kompatibles
Solut Betain Monohydrat in einer Konzentration von 100 mM in Standard I Medium
verwendet. Da kompatible Solute nur unter hyperosmolaren Bedingungen in die Zelle
aufgenommen werden, wurde dem Medium zusätzlich 100 mM Sorbitol hinzugefügt. Al-
lerdings führte auch die Zugabe von kompatiblen Soluten nicht dazu, dass sich lösliches
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Protein im Überstand nach Lyse der bakteriellen Zellen fand.
Auch das verwendete Medium hat einen Einfluss auf die Bildung von Einschlusskör-
perchen. Unter anderem auch durch unterschiedlichen osmotischen Druck [7]. In dieser
Arbeit wurden die Expression der Proteine in LB und Standard I Medium miteinander
verglichen. Wobei sich zeigte, dass die Verwendung von Standard I Medium zu einer
höheren Ausbeute an rekombinanten Protein führte.
Eine weitere Methode, um den Anteil von löslichen rekombinanten Protein bei der
Bildung von Einschlusskörperchen zu erhöhen ist die Veränderung der Temperatur, bei
der die Proteine exprimiert werden. Schein et al. konnten so z.B. den Anteil des löslichen
Proteins bei humanen Interferon-γ von 0% auf 30-90% steigern [73]. In dieser Arbeit
wurde die Proteinexpression bei 37◦C, bei 26◦C und bei 16◦C untersucht. Es zeigte sich,
dass die rekombinanten Proteine bei allen Temperaturen als Einschlusskörper vorliegen.
Nach Lyse der bakteriellen Zellen ließ sich im „Commassie Blue“ gefärbten SDS Gel bei
keiner Temperatur gelöstes rekombinantes Protein in größeren Mengen im Überstand
nachweisen (siehe Abbilung 5.2).
Die Expression der Proteine in E. coli ist außerdem abhängig von der IPTG Konzen-
tration, mit der induziert wird. Eine Reduzierung der IPGT Konzentration von 1mM
auf 0,005 mM führt zu einer Herabsetzung der Expressionlevel um 90-95% und damit
zu einer besseren Löslichkeit der Proteine im bakteriellen Zytoplasma [60]. In der vor-
liegenden Arbeit wurde die Induktion der Proteinexpression mit IPTG Konzentrationen
von 1 mM, 0,5 mM und 0,1 mM getestet. Dabei zeigte sich, dass eine Induktion mit 0,1
mM IPTG zu der höchsten Ausbeute von isolierbaren Protein führte.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Bildung von Einschlusskörpern, durch
die oben beschriebenen Modifikationen, nicht verhindert werden konnte. Auch ließ sich
der Anteil am im Zytoplasma gelösten Protein nicht soweit erhöhen, dass eine effektive
Proteinisolierung möglich gewesen wäre.
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Abbildung 5.2: SDS Gel mit Überstand und Pellet von Bakterienzellen nach
IPTG-induzierter Proteinproduktion bei verschiedenen Temperaturen.
Die Bakterienzellen wurden nach Proteinexpression in Lysispuffer aufgenommen, mit Ultra-
schall aufgeschlossen und unlösliche Bestandteile (Pellet) von Überstand durch Zentrifuga-
tion getrennt. (PL) Pellet; (ÜS) Überstand; (*1; *2; *3) Rekombinantes 2αH-Cif.
Das rekombinante Protein findet sich bei keiner Induktionstemperatur in größeren Mengen
im Überstand. Eine Reduzierung der Induktionstemperatur führt also nicht dazu, dass das
Protein isoliert werden kann.
5.2.2.2 Modifizierung der Isolierungsverfahren von Cif-Proteinen
Da sich die Bildung von Einschlusskörpern nicht verhindern ließ, sollte versucht werden,
rekombinantes Protein aus den Einschlusskörpern zu gewinnen. Wie in 5.2.2 beschrieben
werden die Proteine im Einschlusskörper dazu klassischerweise mit Substanzen wie Urea
denaturiert. Allerdings verlieren sie dadurch ihre biologische Funktion. Eine Rückfaltung
in die Ausgangskonformation ist zwar prinzipiell möglich aber, extrem schwierig und oft
nicht von Erfolg gekrönt [53]. Es konnten allerdings gezeigt werden, dass Proteine auch
durch Einsatz von milden Detergenzien wie N-Lauroylsarcosin aus Einschlusskörpern
gelöst werden können. Bei dieser Methode wird davon ausgegangen, dass ein „nicht
klassischer Einschlusskörper“ vorliegt, in dem sich zumindest ein teil der Proteine in ein
biologisch aktiven Konformation findet. Eine komplexe Renaturierung der Proteine ist
beim Einsatz von N-Lauroylsarcosin nicht nötig, da keine komplette Denaturierung der
5 Ergebnisse 58
Proteine erfolgt [57].
Um die Proteine durch den Einsatz von N-Lauroylsarcosin aus den Einschlusskör-
pern zu lösen, musste die Methode zur Herstellung von bakteriellen Zelllysate (siehe
Kapitel 4.4.3.2) modifiziert werden. Es wurden Lysispuffer mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von N-Lauroylsarcosin hergestellt. Nach Aufschluss der bakteriellen Zellen
mittel Ultraschall-Lyse wurden diese nicht sofort zentrifugiert, sondern es erfolgte eine
anderthalbstündige Inkubation bei 4◦C auf dem Kippschüttler. Erst danach erfolgte die
Trennung von Rohextrakt und Mambranbestandteilen durch Zentrifugation.
Abbildung 5.3: Inkubation des aufgeschlossenen bakteriellen Rohextraktes mit
verschiedenen N-Lauroyl-Sarcosin Konzentrationen.
Nach Expression des rekombinanten Proteins 2αH-Cif und Ultraschallyse wurde das bakte-
rielle Rohextrakt für 1,5h mit N-Lauroyl-Sarcosin enthaltendem Puffer verschiedener Kon-
zentration inkubiert, bevor Überstand und Pellet durch Zentrifugation getrennt wurden.
15% SDS-PAA-Gel, gefärbt mit „Coomassie Brilliant Blue“. (R) Bakterielles Rohextrakt;
(2% NLS) Inkubation mit 2% N-Lauroyl-Sarcosin; (5% NLS) Inkubation mit 5% N-
Lauroyl-Sarcosin; (ÜS) Überstand; (PL) Pellet; (M) „See Blue R© Plus2 prestained“
Protein-Standard Marker
Das rekombinante Protein 2αH-Cif lässt sich im Rohextrakt als deutliche Bande ausmachen
(*1). Im Überstand der mit 2% N-Lauroyl-Sarcosin behandelten Zellen findet sich keine
entsprechende Bande. Hingegen lässt sich im Überstand der mit 5% N-Lauroyl-Sarcosin
behandelten Zellen das rekombinante Protein deutlich ausmachen (*2), wobei das meiste
rekombinante Protein jedoch weiterhin im Pellet verbleibt.
In dieser Arbeit wurden Endkonzentrationen von 0%, 2% und 5% N-Lauroylsarcosin im
Lysispuffer getestet. Wie in Abbildung 5.3 ersichtlich, führten 5% N-Lauroylsarcosin zur
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höchsten Ausbeute von rekombinanten Protein im Überstand nach Lyse der Bakterien.
Auch der Waschpuffer für die weitere Isolierung musste modifiziert werden. Die letzt-
endlich verwendeten Puffer sind unten aufgeführt. Aufgrund des hohen Detergenzienge-
halts des Waschpuffers, war die übliche Dialyse im Dialyseschlauch in PBS nicht ausrei-
chend. Es waren weitere Dialyseschritte im Zentrifugalfilter notwendig um die Protein-
proben von Detergenzien zu befreien (sie Kapitel 4.4.3.4).
Lysispuffer Waschpuffer
NaH2PO4 50 mM NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM Imidazol 20 mM
N-Lauroylsarcosin 5% Triton X-100 2%
Um auf den Einsatz der Detergenzien verzichten zu können, sollte darüber hinaus
versucht werden, ob eine Isolierung der Proteine bei einem alkalischen pH von 12 möglich
ist. Allerdings ließ sich ohne den Einsatz von N-Lauroyl-Sarcosin auch bei einem pH Wert
von 12 kein rekombinantes Protein isolieren (Ergebnisse nicht gezeigt).
5.2.2.3 Expression und Isolierung von Cif, 2αH-Cif und 5xR-Cif nach modifiziertem
Protokoll
Wie in Abbildung 5.4 zu sehen, konnten mit dem modifizierten Expressions- und Isolie-
rungsprotokoll alle drei rekombinanten Proteine erfolgreich gereinigt werden. Es bestätigt
sich die vorhergesagten Proteingrößen für Cif mit ca. 32 kDa, 32,6 kDa für 5xR-Cif und
ca. 40,5 kDa für 2αH- Cif. Allerdings gestaltete sich die Reinigung aller drei Proteine
sehr schwierig, sodass die Proteinausbeute recht gering war. Darüber hinaus wiesen die
Proteine eine hohe Instabilität auf. Mitunter waren die Proteine schon zwölf Stunden
nach der erfolgten Einengung bereits ausgefallen.
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Abbildung 5.4: Expression der rekombinanten Proteine Cif, 2αH-Cif und 5xR-
Cif.
(A+B) Cif, (C+D) 2αH-Cif, (E+F) 5xR-Cif.
(A,C,E) SDS-PAGE der gereinigten Fusionsproteine nach IPTG-induzierter Expression in
E. coli BL21 (DE3); Spur 1: Pellet, Spur 2: Flow through, Spur 3: Überstand nach dem
ersten Waschschritt, Spur 4 – 9: Eluate. Die Proben wurden auf einem 15% SDS-PAA-Gel
getrennt und die Proteine mit „Coomassie Brillian Blue“ angefärbt; Spur M: „SeeBluePlus2
prestained“ Protein-Standard Marker. (B,D,E) „Western Blot“-Analyse der gereinigten,
dialysierten und eingeengten rekombinanten Proteine mit 6xHis spezifischem Primäranti-
körper und PO-Konjugiertem Sekundärantikörper. (*1) Cif; (*2) 2αH-Cif; (*3) 5xR-Cif;
(*4) Entweder Abbauprodukt von Cif oder E. coli Protein, welches durch den 6xHis AK
erkannt wird; (5*) Verunreinigung durch E. Coli Proteine
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5.3 Untersuchung der Autopenetration der Cif-Fusionsproteine
in eukaryotische Zellen
5.3.1 Untersuchung der Autopenetration der Cif-Fusionsproteine mittels
Zellfraktionierung
Nach erfolgreicher Expression und Isolierung der rekombinanten Proteine sollte unter-
sucht werden, ob 2αH-Cif und 5xR-Cif die Fähigkeit besitzen in eukaryotische Zellen zu
autopenetrieren. Für diesen Zweck wurde die Methode der Zellfraktionierung angewen-
det (siehe 4.2.3). Mittels dieser Methode lässt sich durch Nachweis von rekombinanten
Protein in der zytosolischen Fraktion eine Autopenetration belegen. HeLa Zellen wurden
für 1 h mit 20 µg/ml rekombinanten Protein inkubiert. Die Zellen wurden anschließend
gewaschen und die Membranfraktion und zytosolische Fraktion nach der in 4.2.3 be-
schriebenen Methode getrennt.
Abbildung 5.5: Zellfraktionierung von mit rekombinanten Proteinen inkubierten
HeLa-Zellen.
HeLa Zellen wurden für eine Stunde mit 20 µg/ml 2αH-Cif oder 5xR-Cif inkubiert. Die Zell-
fraktion wurde daraufhin von der Membranfraktion mittels Zellfraktionierung wie in 4.2.3
beschrieben getrennt. Die rekombinanten Proteine wurden im „Western Blot“ mit Hilfe von
Anit-6xHis Primärantikörper, sowie mit PO-konjugierten Sekundärantikörper nachgewiesen.
(CF) Zellfraktion; (MF) Membranfraktion. 2αH-Cif und 5xR Cif konnten in der zytosoli-
schen Fraktion der Zellen nachweisen werden.
2αH-Cif und 5xR Cif konnten in der zytosolischen Fraktion der HeLa Zellen nachwei-
sen werden (siehe Abbildung 5.5), was eine autopenetration anzeigt. Als Negativkontrol-
le wurde rekombinant gewonnenes Cif verwendet, welches sich zu keinem Zeitpunkt in
der Membranfraktion noch in der zytosolischen Fraktion nachweisen ließ. Als Positiv-
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kontrolle wurde rekombinantes YopM verwendet, für welches sich wie zu erwarten eine
Autopenetration nachweisen ließ.
Insgesamt ließen sich die Ergebnisse der Versuche schwierig reproduzieren. Die Au-
topenetration der rekombinanten Proteine sollte deshalb noch mit weiteren Methoden
untersucht werden.
5.3.2 Untersuchung der Autopenetration der Cif-Fusionsproteine mittels
Fluoreszenzmikroskopie
Die Fähigkeit von 2αH-Cif und 5xR-Cif zur Autopenetration in eukaryotische Zellen
sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie weiter untersucht werden.
Abbildung 5.6: Nachweis von internalisiertem 2αH-Cif und 5xR-Cif mittels Fluo-
reszenzmikroskopie.
HeLa zellen wurden für 1 h mit Cy3 gelabelten Cif (A, B, C), 2αH-Cif (D, E, F) oder 5xR-Cif
(G, H, I) inkubiert (15 µl/ml). Die Zellen wurden danach umgesetzt und über Nacht wieder
anwachsen gelassen. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde die DNA der Zellen mit
Dapi gefärbt (A, D, G). Zusätzlich ist die Überlagerung der Cy3 und Dapi Signale gezeigt
(„merge“; C, F, I). Es zeigt sich eine deutliche Lokalisierung von 2αH-Cif und 5xR-Cif im
Zytoplasma. Cif lässt sich hingegen nicht im Zytoplasma nachweisen. Vergrößerung: 100 x
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Hierfür wurden die rekombinanten Proteine Cif, 2αH-Cif und 5xR-Cif mit dem Farb-
stoff Cy3 markiert. Anschließend wurden HeLa-Zellen für eine Stunde mit 15µl/ml mar-
kierten Protein inkubiert. Um Verunreinigung durch überschüssigen Farbstoff und über-
schüssige Cy3-markierte Proteine auszuschließen, wurden die Zellen daraufhin mehrmals
gewaschen, mit Alfazym gelöst und umgesetzt. Nachdem die Zellen über Nacht wieder
angewachsen waren, wurden die Zellen wie in 4.2.4 beschrieben für die Fluoreszenzmi-
kroskopie vorbereitet, wobei die Zellkerne mit Dapi angefärbt wurden.
Nach einer Stunde Inkubation sind 2αH-Cif und 5xR-Cif im Zytoplasma der HeLa-
Zellen Fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar. Beide Proteine scheinen um den Zellkern
herum zu akkumulieren (siehe Abbildung 5.8). Das rekombinante Protein Cif, lässt sich
hingegen wie erwarten nicht im Zytoplasma der Zellen nachweisen.
5.4 Effekte der Cif-Fusionsproteine auf eukaryotische Zellen
5.4.1 FACS
Durch das T3SS in eukaryotische Zellen eingebrachtes Cif bewirkt eine Unterbrechung
des Zellzyklus, unter anderem am G2/M-Übergang. Dies führt in den eukaryotischen
Zellen zu einem tetraploiden Chromosomensatz [77].
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Fusionsproteine 2αH-Cif
und 5xR-Cif einen Einfluss auf den DNA-Gehalt von HeLa Zellen haben. Hierfür wur-
den HeLa-Zellen für unterschiedliche Zeiträume mit den Fusions-Proteinen inkubiert
und anschließend ihre DNA mit Propidiumiodid angefärbt. Über die Intensität der
Propidiumiodid-Fluoreszenz in der FACS kann später auf den DNA-Gehalt der unter-
suchten Zellen zurück geschlossen werden (Siehe Kapitel 4.2.5). Da sich in einer unbe-
handelte Population die meisten HeLa Zellen in der G1 Phase befinden und somit einen
diploiden Chromosomensatz aufweisen und nur ein kleiner Teil einen tetraploiden, ergibt
sich in der FACS ein typisches Bild der Verteilung der Propidiumiodid-Fluoreszenz mit
zwei Maxima. Wobei das erste Maximum (welches Zellen mit 2N DNA Gehalt darstellt)
erheblich höher ist als das zweite Maximum (welches Zellen mit einem 4N DNA Gehalt
darstellt).
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Abbildung 5.7: FACS-Analyse von mit 2αH-Cif, bzw. 5xR-Cif inkubierten HeLa-
Zellen.
HeLa-Zellen wurden für 6 h mit 2αH-Cif, bzw. 5xR-Cif inkubiert. Die Zellen wurden darauf-
hin mit Propidiumiodid gefärbt und die Fluoreszenz von je 10.000 Zellen bestimmt. Aufge-
tragen ist die Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensität. Aus der Fluoreszenzintensität kann
auf den DNA-Gehalt der Zellen zurückgeschlossen werden. Grau: Kontrollzellen; Rot: Mit
2αH-Cif inkubierte Zellen; Lila: Mit 5xR-Cif inkubierte Zellen. Wie zu erkennen folgen
die Kurven für die Kontrollzellen als auch für die mit 2αH-Cif inkubierten Zellen dem sel-
ben Verlauf. Auch die mit 5xR-Cif inkubierten Zellen zeigen einen analogen Kurvenverlauf,
wenn auch mit Rechtsverschiebung. Es gibt daher keinen Unterschied in der Verteilung des
DNA-Gehaltes zwischen den Kontrollzellen und den mit rekombinanten Protein inkubierten
Zellen.
Es wurde erwartet, dass falls die Fusionsproteine 2αH-Cif und 5xR-Cif erfolgreich in
die Zielzellen eindringen und Cif in diesen Zielzellen eine Wirkung zeigt, sich bei der
Analyse des DNA-Gehalts in der FACS eine Verschiebung vom ersten Maximum zum
zweiten Maximum zeigt. Es also anteilsmäßig zu einer Erhöhung von Zellen mit einem
4N DNA Gehalt kommt.
HeLa-Zellen wurden für 6 h (siehe Abbildung 5.7), bzw. für 16 h mit 2αH-Cif oder
5xR-Cif inkubiert. Die Zellen wurden anschließend wie oben beschrieben behandelt und
mittels FACS analysiert. Es zeigte sich keine Veränderung der Verteilung des DNA-
Gehaltes der mit rekombinanten Proteinen behandelten Zellen im Vergleich zu Kontroll-
zellen. Dies gilt sowohl für eine Inkubationszeit von 6 h (siehe Abbildung 5.7) als auch
für 16 h.
In mehreren Versuchdurchläufen waren die HeLa-Zellen nach Inkubation mit den Fu-
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sionsproteinen abgestorben, so dass keine FACS-Analyse durchgeführt werden konnte.
5.4.2 Morphologische Veränderungen
Cif, welches durch das T3SS in eukaryotische Zellen eingebracht wird, führt zu einem
„zytopathischen Effekt“ in den Zellen. Der „zytopathische Effekt“ ist unter anderem
durch das Auftreten von Stressfasern des Aktin-Zytoskeletts und einer Zunahme des
Zellvolumens gekennzeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersucht werden,
ob die remkombinanten Fusionsproteine 2αH-Cif und 5xR-Cif zu morpholgischen Ver-
änderungen an HeLa-Zellen führen.
5.4.2.1 Morphologische Veränderungen in der Fluoreszenzmikroskopie
HeLa-Zellen wurden für sechzehn, sechs oder drei Stunden mit rekombinanten Cif, 2αH-
Cif oder 5xR-Cif in einer Konzentration von jeweils 20 µg/ml inkubiert. Nach der In-
kubation wurden die Zellen gewaschen und wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben für die
Mikroskopie vorbereitet. Die Zellkerne wurden dabei mit Dapi und das Zytoskelett mit
„Texas red“ angefärbt.
Repräsentative Ergebnisse der dreistündigen Inkubation sind in Abbildung 5.8 darge-
stellt. Eine Inkubation mit Cif führte zu einer leichten Reduktion der Zellzahl im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen. Eine Inkubation mit 2αH-Cif oder 5xR-Cif führte jedoch
zum Absterben einer erheblich Anzahl von Zellen und damit zu einer starken Reduzie-
rung der sichtbaren Zellen (Abb. 5.8 G + J). Noch adhärente, mit 2αH-Cif oder 5xR-Cif
inkubierte Zellen, weisen Veränderungen des Aktin-Zytoskellets auf, die den Untergang
der Zellen anzeigen. Es kann dabei aber bisher nicht unterschieden werden, ob es sich
um Apoptose oder Nekrose handelt (Abb. 5.8 H + K).
Mit Cif inkubierte Zellen sind zwar nicht untergegangen, zeigen aber erhebliche mor-
phologische Veränderungen. Wie in Abb. 5.8 E) zu erkennen ist, haben viele Zellen dieser
Population extrem lange, sehr schlanke Ausläufer gebildet.
Nach 6 stündiger Inkubation fanden sich in den mit 2αH-Cif und 5xR-Cif inkubierten
Zellpopulationen noch weniger adhärente Zellen. Nach 16 Stunden Inkubation waren
praktisch keine adhärenten Zellen in den mit 2αH-Cif und 5xR-Cif inkubierten Zellpo-
pulationen mehr nachzuweisen.
Auch in den für 6 Stunden oder 16 Stunden mit Cif inkubierten Zellen ließen sich die
oben beschriebenen morphologischen Veränderungen finden.
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Abbildung 5.8: Immunfluoreszenzmikroskopie zur Untersuchung morphologi-
scher Veränderungen nach dreistündiger Inkubation mit rekombinanten Pro-
teinen.
HeLa-Zellen wurden für drei Stunden mit rekombinanten Protein inkubiert und danach wie
in 4.2.4 beschrieben auf die Mikroskopie vorbereitet. Zellkerne wurden mit Dapi gefärbt,
Zytoskelett mit Texas Red. Es zeigten sich massive morphologische Veränderungen bei den
mit Cif inkubierten Zellen im Verlgeich zur Kontrolle (E). Bei den mit 2αH-Cif und 5xR Cif
inkubierten Zellen zeigte sich ein fast kompletter Untergang der Zellen (G; H; J; K)
Zusätzlich wurden HeLa-Zellen auch mit geringeren Konzentrationen von rekombi-
nanten Proteinen (10; 5 und 1 µg/ml) für sechs oder sechzehn Stunden inkubiert. Die
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Inkubation mit geringeren Konzentrationen von 2αH-Cif und 5xR-Cif führte nicht zu
einem Absterben der Zellen. Auch konnten keine auffallenden morphologischen Verän-
derungen bei den mit Cif behandelten Zellen beobachtet werden.
5.4.2.2 Morphologische Veränderungen in der Lichtmikroskopie
Abbildung 5.9: Lichtmikroskopie nach 16 stündiger Inkubation mit rekombinan-
ten Proteinen.
HeLa-Zellen wurden für 16 Stunden mit 20µg/ml rekombinanten Protein in 60 mm Kultur-
schalen inkubiert. Nach 16 h wurden die Zellen im Inversmikroskop ohne weitere Behandlung
betrachtet. Als Kontrollzellen dienten die mit rekombinanten YopM inkubierten Zellen. Es
zeigten sich auffallende morphologische Veränderungen bei den mit Cif inkubierten Zellen.
Sie bildeten Ausläufer, die an Neurone erinneren (B). Die mit 2αH-Cif und 5xR Cif inku-
bierten Zellen waren praktisch alle abgestorben (C+D).
Wie in Kapitel 5.4.2.1 beschrieben, führte eine 16-stündige Inkubation von HeLa-Zellen
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mit rekombinanten Cif in einer Konzentration von 20 µg/ml zu erheblichen morphologi-
schen Veränderungen. Eine Inkubation mit 2αH-Cif und 5xR-Cif in einer Konzentration
von 20 µg/ml führte zu einem zytotoxischen Effekt. Um diese Effekte weiter zu unter-
suchen wurden HeLa-Zellen für 16 Stunden mit 20 µg/ml Cif, 2αH-Cif oder 5xR-Cif in
60 mm Zellkulturschalen inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im Lichtmikroskop
ohne vorherige weitere Behandlung analysiert.
Hierbei ließen sich die in 5.4.2.1 gewonnenen Ergebnisse bestätigen. Während die als
Kontrolle mit 20 µg/ml rekombinanten YopM inkubierten HeLa-Zellen keine auffallenden
morphologischen Veränderungen zeigten, gab es auffallende morphologische Veränderun-
gen bei den mit Cif inkubierten Zellen. Wieder zeigten sich extrem lange und schlanke
Zellausläufer (siehe Abb. 5.9 B).
Es fiel auch analog zu 5.4.2.1 auf, dass die HeLa-Zellen eine Inkubation mit 2αH-Cif
und 5xR-Cif nicht überlebt hatten. Es ließen sich praktisch keine adhärenten, vitalen
Zellen mehr nachweisen (siehe Abbildung 5.9 C +D). (Die HeLa-Zellen wurden mit
20 µg/ml rekombinanten Protein inkubiert. Dies entsprach in diesem Versuch einem
Volumen von 200 µl für Cif, 120 µl für 2αH-Cif und 77 µl für 5xR-Cif)
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Das bakterielle Effektorprotein Cif besitzt die Fähigkeit, den Zellzyklus eukaryotischer
Zellen zu unterbrechen. Dafür muss es jedoch vom Typ-III Sekretionssystem (T3SS) der
gramnegativen Bakterien in die Zielzellen eingebracht werden [39]. Für eine mögliche
therapeutische Nutzung dieses interessanten Effektes von Cif wäre es daher notwendig,
Cif auf anderen Wegen zu seinem Wirkort innerhalb der Zielzelle zu bringen. Es bieten
sich „cell-penetrating peptides“ an, da sie die Fähigkeit besitzen, eigenständig in eu-
karyotische Zellen zu penetrieren. Darüber hinaus können sie andere, an sie gekoppelte
Moleküle, mit in Zielzellen transportieren [77]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Cif-CPP
Fusionsproteine hergestellt und hinsichtlich dieser Eigenschaften untersucht werden. In
dieser Arbeit wurde daher sowohl ein Fusionsprotein aus den 2 α-Helices von YopM und
Cif, als auch ein Fusionsprotein aus Cif und einem Oligoarginin CPP generiert.
6.1 Identifizierung neuer cif -positiver E. coli-Stämme
In der Arbeit von Loukiadis et al. (2008) wurden 5.049 E. coli-Stämme verschiedener
Herkunft auf cif untersucht, wobei nur 115 positive Stämme identifiziert werden konnten.
Unter diesen 5.049 untersuchten Stämme waren auch 48 klinische Isolate, von denen
jedoch 28 positiv für cif waren [49].
Zur Herstellung von Cif-CPP Fusionsproteinen mussten in einem ersten Schritt neue,
cif -positive E. coli-Stämme in der verfügbaren Stammsammlung des Institutes für In-
fektiologie (ZMBE) identifiziert werden. Da sich in der Arbeit von Loukiadis et al. (2008)
ein gehäuftes Vorkommen von cif in klinischen Isolaten gezeigt hatte, wurden aus der
Stammsammlung drei klinische Isolate aus Brasilien und die E. coli-Referenzstämme
EHEC EDL 933 und EPEC E2348/69 auf das Vorhandensein von cif getestet (siehe
auch Kapitel 3.1). Dabei konnten alle drei klinischen Isolate als neue, cif -positive E.
coli-Stämme identifiziert werden. Es handelt sich dabei um die klinischen Isolate (#27)
O40:H21; (#33) Ont:H32 und (#34) Ont:H32. Bei den E.coli-Referenzstämmen EHEC
EDL 933 und EPEC E2348/69 konnte das cif Gen nicht nachgewiesen werden. Dies
bestätigt die Ergebnisse von Loukiadis et al. (2008), dass bei EHEC EDL 933 kein cif
6 Diskussion 70
und bei EPEC E2348/69 nur eine verkürzte Variante nachzuweisen ist [49].
Auch die Ergebnisse dieser Arbeit, mit der Identifizierung von drei cif -positiven Stäm-
men bei fünf untersuchten Stämmen, weisen auf eine hohe Verbreitung des cif -Gens in
pathogenen E. coli hin. Es sollten weitere Untersuchungen zur Verbreitung des cif -Gens
in pathogenen E. coli-Stämmen durchgeführt werden. Sollte sich eine weite Verbreitung
des cif -Gens unter pathogenen E. coli-Stämmen bestätigen, könnte Cif eine bis jetzt un-
terschätzte Rolle in der Pathogenese der E. coli-Infektion spielen. Daher müssen weitere
Untersuchungen unternommen werden, ob Cif möglicherweise pathogenen E. coli einen
Überlebensvorteil bietet oder die Virulenz erhöht. So könnte Cif möglicherweise einen
Vorteil bei der Kolonisierung des intestinalen Epithels bieten, indem es die Wanderung
der Epithelzellen von den Krypten zu den Spitzen der Zotten unterdrückt und so ein Ab-
schilfern verhindert oder wenigstens reduziert [71]. Cif-positive E. coli-Stämme hätten
so mehr Zeit zur Ausbreitung als Cif-negative Stämme.
6.2 Herstellung von Cif-Fusionsproteinen
Das klinische Isolat (#33) Ont:H32 erwies sich als positiv für cif. Eine Sequenzierung
des cif dieses E. coli-Stammes ergab eine Abweichung in einer Base im Vergleich zu
der veröffentlichten cif -Sequenz. Während sich in der veröffentlichten Sequenz an Posi-
tion 721 ein Guanin befindet, findet sich bei dem klinischen Isolat (#33) Ont:H32 ein
Adenosin. Es ergeben sich die Basentriplets GGG bzw. GGA, die beide kodieren für
die Aminosäure Glycin kodieren. Es handelt sich also um eine stille Mutation, die keine
Auswirkungen auf Aminosäureebene hat. Da sich keine relevante Mutation im cif des
klinischen Isolates (#33) Ont:H32 im Vergleich zur veröffentlichten Sequenz ergab, wur-
de das Gen für die Klonierung von Cif-Fusionsproteinen verwendet. Die Fusionsproteine
2αH-Cif und 5xR-Cif konnten mit geeigneten Primern und Plasmiden kloniert und in E.
coli BL21 (DE3) unter IPTG-Induktion exprimiert werden.
Allerdings kam es bei der Expression der Fusionsproteine zur Bildung von Einschluss-
körpern. Die Bildung von Einschlusskörpern bei der Überexpression von rekombinanten
Proteinen ist nicht selten. Bis zu 50% aller in E. coli hergestellten prokaryotischen Prote-
ine bilden Einschlusskörper und bei eukaryotischen Proteinen liegt die Quote sogar noch
höher [27]. Einschlusskörper sind Aggregate aus unlöslichen (Fremd-)Proteinen, wel-
che in der Phasen-Konstrast-Mikroskopie sichtbar sind. Proteine aus Einschlusskörpern
lassen sich nicht mit den gängigen Verfahren isolieren, welche bei löslichen rekombinan-
ten Proteinen angewendet werden. Daher erschwert die Bildung von Einschlusskörpern
die Reinigung und Isolierung von rekombinanten Proteinen erheblich [85, 78]. Es soll-
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te daher versucht werden, die Bildung von Einschlusskörpern bei der Expression der
Cif-Fusionsproteine zu verhindern. In dieser Arbeit wurden verschiedene Verfahren zur
Verhinderung der Einschlusskörperbildung bei der Proteinexpression getestet, jedoch
allesamt ohne Erfolg (Siehe Kapitel 5.2.2). Deshalb sollte versucht werden, die rekombi-
nanten Proteine aus den Einschlusskörpern zur anschließenden Isolierung mit dem milden
Detergenz N-Lauroyl-Sarcosin zu lösen. Es stellte sich heraus, dass der Einsatz von 5%
N-Lauroyl-Sarcosin die Proteine aus den Einschlusskörpern löste und eine anschließende
Isolierung erlaubte. Die so gewonnenen Proteine waren jedoch sehr instabil und leider
nur in geringen Mengen, mit hohem Aufwand zu isolieren.
Da die schlechte Verfügbarkeit und hohe Instabilität der rekombinanten Proteine alle
nachfolgenden Experimente erschwerte, sollte vor möglichen weiterführenden Untersu-
chungen die Ausbeute der Proteine verbessert werden. So könnte das Verfahren zur Lö-
sung der Proteine aus den Einschlusskörpern modifiziert werden. In dieser Arbeit wurde
das Rohextrakt der lysierten Bakterien für eine Stunde mit 5% N-Lauroyl-Sarcosin inku-
biert. Es könnte versucht werden, nach Peternel et al. (2008) die Einschlusskörper durch
Zentrifugation zu isolieren und diese dann für einen längeren Zeitraum (z.B. 24 h) mit N-
Lauroyl-Sarcosin zu inkubieren. Dieses Verfahren ermöglicht es dem N-Lauroyl-Sarcosin
besser auf die Einschlusskörper zu wirken, da das Detergenz nicht durch die Lipide der
Bakterienmembrane gebunden wird. Außerdem verspricht auch die längere Einwirkzeit
des N-Lauroyl-Sarcosin eine größere Ausbeute von löslichem Protein [57].
Aber auch falls es gelingen sollte, größere Mengen Protein durch andere Methoden
zu gewinnen, stellt die Bildung von Einschlusskörpern nicht nur ein Hindernis bei der
Quantität der Proteingewinnung, sondern auch bei der Qualität dar. Es wird davon aus-
gegangen, dass die Proteine in den meisten Einschlusskörpern fehlgefaltet und biologisch
inaktiv vorliegen. Diese Einschlusskörper werden als klassische Einschlusskörper bezeich-
net. Unterschieden werden davon die nicht-klassischen Einschlusskörper, in denen sich
große Mengen von korrekt gefalteten Proteinen finden, die sich durch milde Detergentien
lösen und anschließend isolieren lassen. Ob ein aus Einschlusskörpern isoliertes Protein
die korrekte Faltung aufweist, ist schwierig zu bestimmen. Handelt es sich bei dem iso-
lierten Protein um ein Enzym mit bekannten Substrat, kann die katalytische Aktivität
als Beweis der korrekten Faltung gesehen werden. Handelt es sich bei dem zu isolierenden
Protein allerdings nicht um ein Enzym mit bekannten Substrat, so lässt sich eine korrek-
te Faltung nur mithilfe einer Strukturanalyse bestätigen [56]. Im Rahmen dieser Arbeit
kann daher keine Aussage getroffen werden, ob die Faltung der aus Einschlusskörpern
gewonnenen rekombinanten Proteine korrekt war. Da Cif ein Enzym ist [38], muss da-
von ausgegangen werden, dass auch kleine Veränderungen der Struktur zu einem Verlust
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der katalytischen Aktivität und damit auch zu einem Verlust der biologischen Aktivi-
tät führen. Anders stellt sich möglicherweise die Situation bei der „protein transduction
domain“ (PTD) der Fusionsproteine dar. Da die PTDs keine enzymatischen Aktivität
aufweisen und die Funktion scheinbar überwiegend durch die Ladung vermittelt wird,
sind sie möglicherweise nicht im gleichen Ausmaß von Abweichungen in der Sekundär-
oder Tertiärstruktur betroffen wie das Enzym Cif.
Bei allen Versuchen mit aus Einschlusskörpern gewonnen Proteinen ist generell zu
beachten: Bei Ergebnissen gleich welcher Art, z.B. ein fehlendem Effekt, lässt sich eine
Proteinfehlfaltung als Fehlerquelle nicht ausschließen. Aus Einschlusskörpern gewonne-
ne Proteine können durch Fehlfaltung, Eigenschaften der natürlichen Proteine verloren
haben. Durch Fehlfaltung könnten aber auch neue Eigenschaften entstehen, die die natür-
lichen Proteine nicht aufweisen. Alle Ergebnisse, die mit aus Einschlusskörpern isolierten
Proteinen gewonnen wurden, sind also nur mit Vorsicht zu interpretieren. Da sich bei der
Gewinnung von Proteinen aus Einschlusskörpern eine Fehlfaltung nicht ohne erheblichen
Aufwand ausschließen lässt, ist es notwendig, eine Methode zu finden, die die Bildung
von Einschlusskörpern bei weiteren Versuchen mit Cif-Fusionsproteinen verhindert.
6.3 Aufnahme von 2αH-Cif und 5xR-Cif in eukaryotische Zellen
Das E. coli-Effektorprotein Cif wird während einer Infektion vom T3SS der gram nega-
tiven Bakterien in eukaryotische Zellen injiziert [49]. Für eine therapeutische Nutzung
muss Cif über andere Wege in die Zielzellen eingebracht werden. Ein möglicher Weg ist
die Verwendung von Cif-CPP Fusionsproteinen. Die Fähigkeit der Cif-CPP Fusionsprote-
ine 2αH-Cif und 5xR-Cif in eukaryotische Zellen zu penetrieren wurde mit Hilfe der Zell-
fraktionierung untersucht (siehe auch Kapitel 5.3.1). Die rekombinanten Proteine ließen
sich in einzelnen Versuchen in der zytosolischen Fraktion der Zellen nachweisen, was die
gelungene Penetration anzeigt. Allerdings waren die Ergebnisse der Versuche nur schwer
zu reproduzieren. Ein Grund, für die schlechte Reproduzierbarkeit, könnte der später
beobachtete zytotoxische Effekt der Fusionsproteine sein. Eine dreistündige Inkubation
mit den Fusionsproteinen bei einer Konzentration von 20 µg/ml führte zu einem Abster-
ben eines Großteils der inkubierten Zellen. Für die Zellfraktionierungsuntersuchungen
wurde auch mit 20 µg/ml oder mehr, allerdings nur für eine Stunde inkubiert. Mögli-
cherweise wurden die Zellen innerhalb dieser Stunde von den Fusionsproteinen soweit
geschädigt, dass die Zellmembran ihre Barrierefunktion einbüßte und das Zytoplasma
bei den Waschschritten ausgewaschen wurde. Eine Schädigung der Zellen durch noch in
der Proteinlösung verbliebenes N-Lauroyl-Sarcosine kann ausgeschlossen werden, da nur
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mit Cif inkubierte Zellen, im Gegensatz zu den mit 2αH-Cif und 5xR-Cif inkubierten
Zellen, keinen Schaden nahmen, obwohl sie mit größeren Volumina Proteinlösung und
somit auch mit größeren Volumina Detergentien behandelt wurden.
Um die Fähigkeit zur Penetration in eukaryotische Zellen weiter zu untersuchen wur-
de auch die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Hierfür wurden die Fusionsproteine mit
dem Farbstoff Cy3 gekoppelt. HeLa-Zellen wurden für eine Stunde mit den farbstoffge-
koppelten Proteinen inkubiert (siehe auch 5.4.2.1). Bei einer Inkubation mit 15 µg/ml
Protein konnte dieses im Zytoplasma nachgewiesen werden. Wurden allerdings höhere
Konzentrationen zur Inkubation verwendet, führte dies auch bei mit Farbstoff gekoppel-
ten Proteinen zu einem Untergang der Zellen.
Sowohl in der Zellfraktionierung, also auch in der Fluoreszenzmikroskopie ließen sich
die rekombinanten Fusionsproteine 2αH-Cif und 5xR-Cif im Zytosol von HeLa-Zellen
nachweisen. Die PTD 2α-Helices des YopM und die des Oligoarginin scheinen also in der
Lage zu sein, Cif als „Cargo“ in eukaryotische Zellen einzubringen.
6.3.1 Aufnahmerate der Cif-CPP Fusionsproteine
In der Fluoreszenzmikroskopie fiel auf, dass insgesamt nur einige Zellen die Cif-CPP Fu-
sionsproteine aufgenommen hatten. Die Aufnahmerate der Fusionsproteine in die Zellen
war also gering. Für eine mögliche therapeutische Anwendung müsste die Aufnahmerate
deutlich erhöht werden.
Die geringe Aufnahmerate könnte zuminest für das 5xR-Cif Fusionsprotein in der
kurzen Kette von nur fünf Argininen in der PTD begründet sein. Je mehr Arginine ein
Arginin-reiches „cell-penetrating peptide“ (RR-CPP) aufweist, desto höher ist die Rate
und Geschwindigkeit der Aufnahme. Bei einer PTD, die nur aus einer linearen Kette von
Arginen besteht, zeigt sich jedoch ab zehn Argininen ein geringer zytotoxischen Effekt
auf eukaryotische Zellen. Ein optimales Verhältnis aus geringer Zytotoxizität und hoher
Penetrationsrate und Effizienz wird für ein RR-CPP bestehend aus einer Kette von neun
Argininen postuliert [80]. Je kürzer die Kette aus den Argininen, desto schlechter ist die
Penetrationsrate der RR-CPPs. Während bei einer Kettenlänge von zwölf Argininen eine
Aufnahme in 100 % der inkubierten Zellen (bei geeigneten Konzentration) gelingen kann,
zeigt sich bei einer Kettenlänge von vier Argininen keine Aufnahme in eukaryotische
Zellen mehr. [25, 80].
Zumindest die Aufnahmeraten des RPP-Cif Fusionsprotein (5xR-Cif) ließe sich für
mögliche zukünftige Experimente erhöhen. Unter anderem, wie oben beschrieben, durch
die Erhöhung der Anzahl der Arginine auf neun. Neben der Anzahl der Arginine spielt
aber auch die Isomerie der RR-CPPs eine entscheidende Rolle bezüglich der Aufnahme-
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rate und Effizienz. So weisen RR-CPPs aus D-Arginin erheblich höhere Aufnahmeraten
auf als analoge aus L-Arginin. Auch die Geschwindigkeit der Aufnahme ist für D-Arginin-
RR-CPPs deutlich höher als für RR-CPPs aus L-Arginin. Dies erklärt sich wahrscheinlich
durch Proteasen auf der Oberfläche der eukaryotischen Zellen. Da in der Natur kaum
Peptide aus D-Aminosäuren vorkommen, können die RR-CPPs aus D-Arginin von den
Proteasen der Zellen nur schlecht degradiert werden. RPPs aus L-Arginin werden jedoch
von den Proteasen der Zellen degradiert [80]. Weiterhin wurde festgestellt, dass zyklische
RR-CPPs deutlich besser in eukaryotische Zellen aufgenommen werden als lineare [44].
Für zukünftige Versuche unter Verwendung von RR-CPPs sollten diese also aus neun
D-Argininen in einer zyklischen Anordnung bestehen. Die Aufnahmerate von RR-CPP-
Fusionsproteinen ließe sich so möglicherweise steigern.
6.3.2 Aufnahmemechanismus der Cif-CPP Fusionsproteine
Die Aufnahme von CPPs in die eukaryotische Zelle ist über mindestens zwei unter-
schiedliche Mechanismen möglich. Zum einen durch Endozytose und zum anderen durch
direktes Durchdringen der Plasmamembran, was als Transduktion bezeichnet wird (sie-
he auch Kapitel 1.1.1). Während sich die CPPs nach Aufnahme durch Endozytose in
endozytotischen Vesikeln befinden, sind sie nach Aufnahme durch Transduktion frei im
Zytoplasma vorhanden [44].
Bei Arginin-reichen „cell-penetrating peptides“ (RR-CPPs) ist die Art der Aufnahme
auch von dem „Cargo“ abhängig. Es wird unterschieden zwischen „Cargo“ mit niedrigem
und hohem Molekulargewicht. Ein niedriges Molekulargewicht wird dabei als „Cargo“
aus < 50 Aminosäuren (Peptid), ein hohes Molekulargewicht als Cargo mit mehr als 50
Aminosäuren (Protein) definiert. RR-CPPs mit einem Cargo mit niedrigem Molekular-
gewicht sind in der Lage, die Zellmembran direkt zu überwinden. RR-CPPs mit einem
Cargo mit hohem Molekulargewicht sind dagegen nicht in der Lage zur Transduktion.
Sie werden über Endozytose in die Zellen aufgenommen und sind anschließend in den
endozytotischen Vesikeln gefangen [79, 80]. Das in dieser Arbeit verwendete Cif besteht
aus 282 Aminosäuren, ist also als Cargo mit hohem Molekulargewicht zu betrachten.
Das hohe Molekulargewicht von Cif macht für 5xR-Cif eine Aufnahme über Endozytose
wahrscheinlich. Einige Autoren sind weiterhin der Meinung, dass RR-CPPs mit einer
Kettenlänge von fünf Argininen nicht in der Lage zur Transduktion sind [80]. Auch diese
Tatsache lässt eine Aufnahme über Endozytose für 5xR-Cif wahrscheinlich erscheinen.
Auch die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie sprechen für eine Aufnahme der Cif-
CPP Fusionsproteine über Endozytose: Gelangen farbstoffmarkierte CPPs über Trans-
duktion in die Zelle, befinden sie sich frei im Zytoplasma. Da sie nicht durch Kompar-
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timente zurückgehalten werden, verteilen sie sich gleichmäßig im gesamten Zytoplasma.
Dies führt zu einer gleichmäßigen Färbung der gesamten Zelle.
Abbildung 6.1: Aufnahme von CPPs über Endozytose oder Transduktion
A) Der Aufnahmeweg von CPP-Fusionsproteinen ist abhängig von dem „Cargo“ und der La-
dung des CPP. CPPS mit „Cargo“ mit hohem Molekulargewicht wie Proteine oder Quantum
Dots werden endozytiert. Bei „Cargo“ mit niedrigem Molekulargewicht ist eine Aufnahme
durch Transduktion möglich. Erfolgt eine Aufnahme von farbstoffmarkierten CPPs durch
Transduktion, färbt sich die ganze Zelle gleichmäßig an, da die Proteine sich frei innerhalb
der Zelle verteilen können. Erfolgt die Aufnahme über Endozytose sind die farbstoffmarkier-
ten Proteine als Granula innerhalb der Zelle sichtbar [79]. (Abbildungsteil A) entnommen
aus Tunnemann et al. (2006)
) B) HeLa-Zellen wurden für 1h mit Cy3 gelabelten 2αH-Cif oder 5xR-Cif inkubiert
(15µl/ml). Die Zellen wurden danach umgesetzt und über Nacht wieder anwachsen gelassen.
Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde die DNA der Zellen mit Dapi gefärbt. Zusätz-
lich ist die Überlagerung der Cy3 und Dapi Signale gezeigt („merge“). Die farbstoffmarkier-
ten Proteine zeigen sich als Granula innerhalb der Zellen. Dies spricht für eine Aufnahme
über Endozytose für die Cif-CPP Fusionsproteine.
Werden farbstoffmarkierte CPPs jedoch über Endozytose aufgenommen, befinden sie
sich nach der Aufnahme in Endosomen. Da die CPPs sich in diesem Fall nicht unge-
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hindert in der Zelle verteilen können, kommt es nicht zu einer gleichmäßigen Färbung
der Zelle. Vielmehr stellt sich der Farbstoff als Granula in den Zellen dar [79]. Als
weitere Möglichkeit muss auch ein möglicher „endosomal escape“ der CPPs berücksich-
tigt werden. Im Falle eines signifikanten „endosomal escapes“, würden die CPPs zwar
über Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, danach aber aus den intrazellulären
Vesikeln ins Zytoplasma übertreten. Dies könnte zu einer gleichmäßigen Färbung des
Zytoplasmas führen, obwohl die CPPs über Endozytose aufgenommen wurden.
Farbsotffmarkierte Cif-CPP Fusionsproteine konnten als Granula um den Zellkern
dargestellt werden. Dies spricht für eine Aufnahme der Cif-CPP Fusionsproteine über
Endozytose. Darüber hinaus spricht dieses Ergebnis gegen einen „endosomal escape“ der
Cif-CPP Fusionsproteine im größeren Maßstab zum Zeitpunkt der Aufnahme.
6.4 Einfluss von 2αH-Cif und 5xR-Cif auf den Zellzyklus von
eukaryotischen Zellen
Das E. coli Effektorprotein Cif wird während einer Infektion vom T3SS der Bakterien in
eukaryotische Zellen eingebracht und stoppt dort unter anderem den Zellzyklus. Betrof-
fene Zellen weisen einem 4n DNA-Gehalt durch den Stopp am G2/M Kontrollpunkt auf
[51]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cif-CPP Fusionsproteine in
der Lage sind, in eukaryotische Zellen einzudringen. Um zu testen, ob auch die Cif-CPP
Fusionsproteine zu einem Stopp des Zellzyklus führen, wurden HeLa-Zellen mit den Fusi-
onsproteinen 2αH-Cif oder 5xR-Cif inkubiert und mit Hilfe der FACS untersucht. Beide
Fusionsproteine zeigten allerdings keinen Einfluss auf den Zellzyklus von HeLa-Zellen
(siehe auch Kapitel 5.4.1).
Es könnte mehrere Gründe geben, warum die Fusionsproteine nicht den für Cif be-
schriebenen Einfluss auf den Zellzyklus zeigen. Möglicherweise spielt die Isolierung der
Fusionsproteine aus Einschlusskörpern eine Rolle. Es ist denkbar, dass die aus Ein-
schlusskörpern gewonnen Fusionsproteine zwar über biologisch aktive PTDs verfügten,
Cif allerdings aufgrund von Fehlfaltungen seine biologische Funktion eingebüßt hatte.
Dies wäre eine möglich Erklärung warum die Fusionsproteine in der Lage waren, in
HeLa-Zellen zu penetrieren, nicht aber den für Cif typischen Phänotyp hervorzurufen
(Siehe auch Kapitel 6.2).
Auch der zytotoxische Effekt der Fusionsproteine auf HeLa-Zellen muss bedacht wer-
den. In mehreren Versuchsdurchläufen konnten Zellen nach Inkubation mit den Fusions-
proteinen nicht mit der FACS untersucht werden, da zu wenige Zellen die Inkubation
überlebt hatten. Es ist vorstellbar, dass Zellen, bei denen es einen Effekt der Fusions-
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proteine gab, untergegangen waren. Abgestorbene Zellen können nicht durch die FACS
erfasst werden, so dass möglicherweise nur solche Zellen analysiert worden sind, auf
welche die Fusionsproteine keinen Effekt hatten.
Zusätzlich muss auch der Aufnahmeweg der Fusionsproteine bedacht werden. Wie in
Kapitel 6.3 erläutert, scheinen die Cif-CPP Fusionsproteine über Endozytose aufgenom-
men worden zu sein (zumindest bei solchen Zellen, welche die Inkubation überlebten).
Über Endozytose aufgenommene CPP-Fusionsproteine müssen die Endosomen verlassen,
um ins Zytoplasma und so zum Wirkort des „Cargo“ zu gelangen. Dieser Vorgang wird
als „Endosomal Escape“ bezeichnet. Es ist vorstellbar, dass die Cif-CPP Fusionsproteine
nicht zu einem „Endosomal Escape“ in der Lage waren und in den Endosomen abgebaut
wurden. Um aber einen Effekt zu erzielen, müsste Cif seinen Wirkort in der Zelle (den
Zellkern) erreichen können [39].
6.5 Zytotoxischer Effekt der Cif-CPP Fusionsproteine
Das Effektorprotein Cif führt in eukaryotischen Zellen zu einem zytopathischen Effekt.
Dieser ist unter anderem durch die Bildung von Aktin-Stressfasern, einer Größenzunah-
me des Zellkerns und einer Größenzunahme des Zellvolumens gekennzeichnet [51] (siehe
auch Kapitel 1.3.1). Es sollte untersucht werden, ob auch die Cif-CPP Fusionsproteine
zu einem zytopathischen Effekt bei eukaryotischen Zellen führen. HeLa-Zellen wurden
hierfür mit Cif-CPP Fusionsproteinen inkubiert und anschließend in der Fluoreszenz-
mikroskopie oder Lichtmikroskopie begutachtet. Es konnten keine Charakteristika des
zytopathischen Effekts bei mit Cif-CPP Fusionsproteinen inkubierten Zellen festgestellt
werden. Allerdings wurde ein Absterben der Zellen beobachtet, wenn sie mit mehr als
15 µg/ml Cif-CPP Fusionsproteinen inkubiert wurden (Siehe auch Kapitel 5.4.2). Schon
nach dreistündiger Inkubation von HeLa-Zellen mit den Fusionsproteinen 2αH-Cif und
5xR-Cif in einer Konzentration von 20 µg/ml kam es zu einem Absterben der Zellen
(5.4.2). Eine verlängerte Inkubationszeit war mit einer verringerten Überlebensrate der
Zellen assoziiert.
Ein Absterben der Zellen wurde nach Inkubation mit rekombinantem Cif alleine nicht
beobachtet. Ein Schädigung der Zellen durch möglicherweise noch in der Proteinlösung
verbliebene Detergentien kann daher ausgeschlossen werden, da die Zellen konzentra-
tionsbedingt mit größeren Volumina von Cif als von 2αH-Cif oder 5xR-Cif inkubiert
wurden.
Es ist bekannt, dass RR-CPPs selbst zytotoxisch auf eukaryotische Zellen wirken kön-
nen. Allerdings wurde ein Zytotoxizität erst ab einer Kettenlänge von acht Argininen
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beschrieben [80]. Außerdem wurde bis jetzt kein zytotoxischer Effekt für YopM oder
seine 2α-Helices in der verwendeten Konzentration beschrieben. Es erscheint von daher
unwahrscheinlich, dass die beobachtete Zytotoxizität der Cif-CPP Fusionsproteine von
den PTD der zwei Fusionsproteine hervorgerufen wurde.
Der beobachtete zytotoxische Effekt könnte durch Cif verursacht worden sein, welches
durch die CPPs vermittelt in die Zellen eingedrungen war. Wie in 6.3.1 dargelegt wurde,
erscheint die Endozytose als wahrscheinlichster Aufnahmemechanismus für Cif. Eine
Aufnahme der Cif-CPP Fusionsproteine würde aber bedeuten, dass diese wahrscheinlich
in intrazellulären Vesikeln gefangen blieben und abgebaut würden und keine Wirkung in
den Zellen hervorrufen könnten. Es ist aber zu beachten, dass nur in solchen Zellen eine
Aufnahme über Endozytose in der Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden konnte,
welche die Inkubation mit den Fusionsproteinen überlebt hatten.
Wie Tunnemann et al. (2006) zeigen konnten, ist der Aufnahmemechanismus einiger
CPPs abhängig von der eingesetzten Konzentration. Während es bei niedrigen Kon-
zentrationen zu einer Aufnahme über Endozytose kommt, kann es ab einem gewissen
Schwellenwert bei hohen Konzentrationen (ggf. zusätzlich) zu einer direkten Aufnahme
über Transduktion kommen [79]. Dies ist auch für die Cif-CPP Fusionsproteine denkbar.
So könnte es bei niedrigen Konzentrationen zu einer Aufnahme über Endozytose kom-
men. In diesem Fall wären die Cif-CPP Fusionsproteine in den Endosomen gefangen,
und könnten keine biologische Aktivität entfalten, da Cif seinen Wirkort nicht erreichen
kann. Bei hohen Konzentrationen könnte es dann allerdings auch zu einer Aufnahme
über Transduktion oder zu einem „endosomal escape“ kommen. In diesem Fall befän-
den sich die Cif-CPP Fusionsproteine frei im Zytoplasma und könnten eine biologische
Aktivität entfalten. Die Konzentrationsschwelle bei der die Aufnahme der Cif-CPP Fusi-
onsproteine auch über Transduktion erfolgt wäre dann zwischen 15-20 µg/ml anzusetzen.
Dies würde erklären, warum ein zytotoxischer Effekt nur bei Inkubationen mit hohen
Proteinkonzentrationen beobachtet wurde.
Da weder Detergentien noch die PTDs den zytotoxischen Effekt erklären können,
scheint dieser durch intrazytoplasmatisches Cif ausgelöst zu werden. Zwar wurde in der
Literatur beschrieben, dass Cif zur Apoptose von Zellen führen kann, allerdings wur-
de dies nur für IEC-6 Zellen gezeigt. Bei HeLa-Zellen wird keine Apoptose durch Cif
beschrieben. Vielmehr soll es nach einem 72-stündigen Stopp des Zellzyklus zur Wieder-
aufnahme der Replikation kommen [72]. Die bisherigen Ergebnisse lassen keine Schluss-
folgerung zu, durch welche Mechanismen es nach Inkubation mit den Fusionsproteinen
2αH-Cif und 5xR-Cif zum Zelltod kommt. Zur weiteren Aufklärung dieses Phänomenes
sollte in einem ersten Schritt untersucht werden ob es sich bei dem Zelluntergang um
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Apoptose oder Nekrose handelt.
6.6 Morphologische Veränderungen durch Cif
Zu Kontrollzwecken wurden HeLa-Zellen neben den Cif-CPP Fusionsproteinen auch mit
rekombinanten Cif inkubiert und anschließend in der Fluoreszenzmikroskopie und Licht-
mikroskopie begutachtet. Bei Inkubation mit rekombinanten Cif in einer Konzentration
von 20 µg/ml kam es zu morphologischen Veränderungen der HeLa-Zellen. Die Zellen
bildeten lange, schlanke Ausläufer. Die Veränderungen stellten sich ab einer Inkubations-
zeit von drei Stunden dar, waren aber nach 24 Stunden Inkubation am ausgeprägtesten
(siehe Kapitel 5.4.2). In der Literatur wurden keine morphologischen Veränderungen
von HeLa-Zellen nach Inkubation mit Cif im Medium beschrieben. Allerdings sind nur
Ergebnisse veröffentlicht, in denen HeLa-Zellen für vier Stunden mit 2,5 µg/ml rekom-
binanten Cif inkubiert wurden [77]. In dieser Arbeit wurden die Zellen mit 20 µg/ml
für bis zu 24 Stunden inkubiert. Die morphologischen Veränderungen der HeLa-Zellen
könnten also ein Effekt des Cif sein. Erstaunlich dabei ist, dass Cif diesen Effekt schein-
bar hervorrufen kann, ohne sich im Inneren der Zellen zu befinden. Für alle bisher in
der Literatur beschrieben Effekte des Cif als T3SS Effektorprotein war eine Lokalisation
des Cif im Zellinneren Voraussetzung. Zur weiteren Charakterisierung der Rolle des Cif
bei den morphologischen Veränderungen der HeLa-Zellen sind daher weitere Untersu-
chungen notwendig. Vor allem müsste ausgeschlossen werden, dass die morphologischen
Veränderungen durch mögliche verbleibende Detergentien in der eingesetzten Proteinlö-
sung verursacht wurden. Da das rekombinante Cif, im Vergleich zu den rekombinanten
Fusionsproteinen 2αH-Cif und 5xR-Cif, in einer geringeren Konzentration vorlag, wur-
den HeLa-Zellen mit größeren Volumina Cif und damit möglicherweise auch mit größeren
Volumina Detergentien inkubiert. Um einen Effekt durch Detergentien auszuschließen,
könnte eine Proteinisolierung nach gleichem Vorgehen, als „mock-Isolierung“ durchge-
führt werden und HeLa-Zellen mit dieser proteinfreien Lösung inkubiert werden. Sollten
HeLa-Zellen nach Inkubation mit dieser „mock-Lösung“ die gleichen morphologischen
Veränderungen aufweisen, wie die mit Cif inkubierten, so wären die morphologischen
Veränderungen auf in der Lösung verbliebene Detergentien zurückzuführen.
Sollten die morphologischen Veränderungen nicht durch Detergentien zu erklären sein,
kann Cif möglicherweise auch von extrazellulär einen Einfluss auf eukaryotische Zellen
nehmen. Dies ist durchaus denkbar, da es bei dem T3SS auch zu einer Sekretion der
Effektorproteine in das umgebende Medium kommen kann [13]. In diesem Fall wäre es
interessant zu untersuchen, ob es eine Interaktion zwischen Cif und Proteinen auf der
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Zelloberfläche der HeLa-Zellen gibt.
6.7 Ausblick
CPPs eröffnen vielfältige neue Therapieansätze, da sie es erlauben in intrazelluläre Vor-
gänge einzugreifen [37]. Die Beobachtung, dass Cif in der Lage ist, den Zellzyklus zu
stoppen, macht es in Verbindung mit einem CPP besonders interessant in Bezug auf die
Behandlung maligner Zellen. Allerdings ist die Pathogenese maligner Tumoren extrem
komplex und uneinheitlich. Bei vielen Tumoren stellt ein Funktionsverlust von p53 einen
entscheidenden Schritt in der Tumorgenese dar. Über 50% aller menschlichen Tumoren
weisen eine Mutation des p53 -Gens auf [32]. Taib et al. veröffentlichten, dass Cif bei
IEC-6 Zellen zur Apoptose führt, nicht jedoch in HeLa-Zellen. Bei HeLa-Zellen kam es
zwar zu einem Stopp des Zellzyklus, der jedoch nach 72 Stunden Unterbrechung wieder
aufgenommen wurde. Dieses unterschiedliche Verhalten wurde durch den unterschiedli-
chen p53 Status der beiden Zelllinien erklärt. IEC-6 Zellen sind p53 positiv, HeLa-Zellen
jedoch nicht [77]. Dalls die Fähigkeit des Cif zum langfristigen Stopp des Zellzyklus und
zur Apoptoseeinleitung, tatsächlich abhängig von einem funktionalen p53 ist, müsste
dies für einen möglichen therapeutischen Einsatz von Cif bedacht werden.
Der Ansatz mit CPP-Fusionsproteinen zu versuchen, den Zellzyklus von malignen
Zellen zu beeinflussen, bleibt dennoch höchst interessant. Auch andere Gruppen haben
CPP-Fusionsproteine hergestellt, die über ähnliche Mechanismen wie Cif den Zellzy-
klus stoppen. Während Cif den Zellzyklus unter anderem durch eine Erhöhung des p21
Spiegels in den Zielzellen unterbricht, haben andere Gruppen beispielsweise ein Fusions-
protein aus dem CPP TAT und der Protein-bindenen Domäne von p21 synthetisiert [79].
Diese mit 4,96 kDa recht kleine Fusionsprotein wurde ab einer gewissen Konzentration
durch Transduktion aufgenommen und führte schon nach einer Inkubationszeit von zehn
Minuten zu einem nachhaltigen Stopp des Zellzyklus in eukaryotischen Zellen [79].
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Cif-CPP Fusionsproteine scheinbar in der
Lage sind, sowohl über Endozytose als auch über Transduktion, in eukaryotische Zellen
einzudringen. Dort scheinen sie ab einer gewissen Konzentration, einen zytotoxischen Ef-
fekt zu haben. Allerdings brachte die Bildung von Einschlusskörpern bei der Produktion
der Cif-CPP Fusionsproteine erhebliche Schwierigkeiten mit sich. Desweiteren scheint
Cif, aufgrund seiner relativ großen Größe von 282 Aminosäuren, kein ideales „Cargo“
für CPPs zu sein.
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Daneben liefern die Ergebnisse dieser Arbeit einen Hinweis darauf, dass auch der
Aufnahmemechanismus der 2α-Helices von YopM abhängig von der eingesetzten Kon-
zentration sein könnte. Möglicherweise führt eine geringe Konzentration eher zu einer
Aufnahme über Endozytose, während höhere Konzentrationen eher zu einer Aufnah-
me über Transduktion führen. Auch könnte der Aufnahmemechanismus der 2α-Helices
vom Cargo abhängig sein. Ähnlich wie die RR-CPPs könnten auch die 2α-Helices bei
„Cargo“ mit hohem Molekulargewicht eher über Endozytose aufgenommen werden. Für
zukünftige 2α-Helices Fusionsproteine sollten daher Peptide (< 50 Aminosäuren) als
„Cargo“ getestet werden, die möglicherweise eher über Transduktion aufgenommen wer-
den. Kenntnisse über mögliche Abhängigkeiten des Aufnahmemechanismus von Kon-
zentration und „Cargo“ könnten zur effektiven Konstruktion von 2αH-Fusionsproteinen
herangezogen werden.
Zusammenfassend untermauern die Ergebnisse dieser Arbeit die Fähigkeit von CPPs,
verschiedenste Stoffe in eukaryotische Zellen einzubringen. Die therapeutischen Anwen-
dungsmöglichkeiten von CPP-Fusionsproteinen sind praktisch unbegrenzt, da man sich
nach dem „Baukastenprinzip“ unzählige mögliche Kombinationen vorstellen kann. Es er-
scheint daher verheißungsvoll, CPPs mit neuen Substanzen zu kombinieren und dadurch
neue, auf CPPs basierenden Therapeutika zu entwickeln.
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7 Anhang I
7 Anhang
Abbildung 7.1: Pasmidkarte des Expressionsvektors pET24b(+):Die Plasmidkarte
zeigt (u.a.) die Nukleotid-Positionen verschiedener Restriktionsschnittstellen sowie die „mul-
tiple cloning site“ (MCS) zur Inserierung von DNA-Fragmenten. Neben der Plasmidkarte
ist die Klonierungs- und Expressionsregion des Vektors im Detail abgebildet.
7 Anhang II
Sequenz von cif aus E. coli (#33) Ont:H32
1 atgaaagaca ttacccttcc ccccccgacg tccgcgtcct gtctgacagg ggccatatct
61 gtaaatactg aagctgtatt atctcccatg caacacactt cagccttaca tgtaagagat
121 tttgcttccc tgtgctcaca gaacctcaaa gctaatgtat tgctaaatag tgatgaccac
181 gaagtaccta tacatcagaa aaatcctgct gcaataatgc aaaatatcga ctctaacatc
241 aaacagatgg caacagactg ggggatgtcg attgaggagg ttgaggttat tatagggcga
301 gagaaaggca ttgtggaacc ctcctgcgga gttaccgcta atgctattat gaaactattt
361 ctggacaagg atggcttcag ttactgcttt gaaaatgaac agacactatc gctcgagcag
421 cttcaggaac gcctgtcctg tatgcctgaa tgtaagagct ttgtattacg tgttaatgat
481 ggtgcgcttg gtcatgctta cattgtcgat attcccaaag gagaaaactc ttgtcgtcct
541 gcattcttgt atcagtcaga tttaggagag ggcgtcacca gaaagttaag atttgaggac
601 tggatgacgc ataaagcatt gactccgatt ttgctggatg atatttgtaa ttacttctcc
661 tgcatgtctc aaaataagac agatttggag cagattgcaa cgttatttga tattgatgga
721 aatgttaaaa tgttacgaaa ggaaaatatt caatatcaaa agcatgacaa ttttagtttc
781 cagttgtttg agtatgacac cgataatatt gaaaaaaaca ttgagataat aaaatcacta
841 tgtagttag
Danksagung
Ich möchte mich an dieser Stelle herzlich bei allen Menschen bedanken, die mich unter-
stützt haben und ohne die diese Arbeit nicht möglich gewesen wäre.
An erster Stelle bedanke ich mich bei Prof. Dr. M. Alexander Schmidt für die Über-
lassung des spannenden Themas, die exzellente Betreuung und die inspirierenden Dis-
kussionen.
Mein besonderer Dank gilt auch Dr. Christian Rüter. Vielen dank für die hervorra-
gende Betreuung, die wertvollen Ratschläge und Unterstützung. Auch möchte ich mich
sehr bei Verena Humberg für die vielen praktischen Ratschläge bedanken, die mir sehr
geholfen haben.
Bei Herrn PD. Dr. Alexander Mellmann bedanke im mich für die Bereitschaft das
Zweitgutachten dieser Arbeit zu übernehmen.
Dr. Waltraud Waltz-Schmidt möchte ich für die Organisation des Graduiertenkollegs
1409/1 und ihre Unterstützung danken.
Allen derzeitigen und ehemaligen Arbeitskollegen des Instituts für Infektiologie danke
ich für die freundschaftliche Aufnahme in die Arbeitsgruppe, die vielfältige Unterstüt-
zung und schöne gemeinsame Zeit auch außerhalb des Labors. Um niemanden zu kurz
kommen zu lassen, möchte ich euch allen gemeinsam meinen tiefen Dank ausdrücken.
Weiterhin möchte ich mich bei all meinen Freunden bedanken, die mir während der
gesamten Zeit zur Seite gestanden haben.
Zum Schluss möchte ich mich besonders bei meiner Familie für ihre Unterstützung,
ihr Vertrauen und ihre Liebe bedanken.
Lebenslauf
